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I. Intropuction. 


The phenomenon that the surface tension of very dilute solu- 
tions of either acidic or basic surface active substances is quite 
feeble, and is greatly influenced by the addition of protein within 
a certain range of acidity, was studied by R. Sugino (1928, 1930) 
of this institute. Recently, surface chemsitry of protein solutions 
and its monolayers was extensively studied by E. K. Rideal 
(1932), J. S. Mitchell (1937), A. H. Hughes (1935), J. H. 
Schulman(1938), H. Neurath(1936, 1938), E. Gorter(1937), 
and many others. It seems that protein molecules which are 
unfolded and adsorbed in the water surface are able to combine 
with other surface active molecules by their charged or bipolar 
radicals and in some eases by their long hydrocarbon chains. 

To understand this phenomenon it appears quite necessary to 
know the interaction between amino-acids or peptides and surface 
active acids of known constitution. 


II. Metrxop anp METERIAL. 


For the estimation of surface tension, the maximum bubble 
pressure method was used. The apparatus shqwn in Fig.1. BC 
is a glass U-tube with a diameter of 2cm. and is used as a water 
manometer. The pressure is read with a graduated mirror behind 
the tube. D is an air reservoir and §, an air inlet through which 
air is introduced into D after being filtered with a cotton plug. 
F is a U-tube filled with wet glass beads in order to supply moisture 
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to the air and so prevent vapourization through the bubble surface 
‘of the solution. H is a glass bottle with a diameter of about 5cm., 
and with a glass stopper through which passes a glass tube, reaching 
about down to about 2 or 3mm. above the bottom of the bottle, 
where the tube is fitted with a bgey opening of the diameter about 


0.2 mm. 


Fig. 1. 


Thermostat 


A definite amount of a solution to be tested is introduced by 
a pipette into the bottle sufficient to cover the opening of the 
inserted capillary. The cock G is opened and the bulb A is elevat- 
ed slowly. The pressure where the bubble just remains at the 
opening and where even a small elevation causes its rupture is read. 
As only the determination of the lowering of the specific surface | 

~ tension was desired, comparison with distilled water was sufficient. 
It was found convenient to maintain the room temperature a HOME 
over the thermostat temperature. 

Capronie acid used was distilled from Merck’s preparation and 
amino-benzoic acids were recrystallized using a little charcoal. 
é-Leucine was prepared from cyclohexanone and hydroxylamine 
by Wallach’s method. The hydrochloride was purified by dis- 
solving it in a small quantity of alcohol and precipitating it with 
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the addition of about the same volume of ether. B-Naphthalene- 
sulphonic acid was prepared from its sodium salt and recrystallized 
‘several times. , 

Octyl sulphuric acid was prepared from normal primary octyl 
alcohol and purified as barium salt. The solution of this acid was 
prepared by adding the quantitative amount of sulphuric acid to 
the barium salt solution and filtering it through a clean filterpaper. 
When it was necessary the solution was evaporated and con- 
centrated. Although a very little decomposition occurs in this case, 
it does not interfere as the alcohol liberated soon evaporates. 

All other amino-acids and peptides were Merck’s or Frankel’s 
preparations and were recrystallized from water or alcohol and 
ether. E . 
pH was measured with quinhydrone electrode or colorimetri- 
eally. 


Ili. ExprerrtmEntTau RESuUuts. 
1. The case with capronic acid. 


The result of the experiment with the mixture of o-amino 
benzoic acid and capronic acid is shown in Table Land II. Table I 
_ shows a lowering of the specific surface tension of solutions contain- 
ing both solutes when the pH is adjusted to 2.8 by adding HCI. 
The concentration is shown in Mol per Litre. 


{ Ss 


TaBLeE I. 
,A lowering of specific surface tension of solutions containing 
eapronic acid and o-amino benzoic acid at pH 2.8. 


Conc. of o-amino benzoic acid 


Cone. of 
Caproni¢ acid 
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Table II shows the effect produced by the addition of o-amino 
benzoic acid and HCl to the solution of eapronic acid with a con- 
centration of 0.03 Mol. 


TABLE IT. 
Lowering of specific surface tension with pH of 0.03 Mol solutions of 
capronic acid containing various amounts of 
o-amino beuzoie acid and HCl. 


Cone. of o-amino benzoie acid 


Cone. of 0 


HCl } 3 0.01 0.02 

Surf. tens. low. pH /|Surf. tens. low.} pH /|Surf. tens. low.| pH 
0 0.063 =) 0.081 0.096 
0.001 0.068 2.8 
0.002 0.069 2.5 0.081 2.8 0.093 2.8 
0.004 
0.01 0.071 2.0 0.079 2.3 0.089 2.3 
0.02 0.077 2.0 
0.03 0.076 ary 0.080 1.9 
0.04 


It is clear that in this case a lowering of the specific surface 
tension of solutions containing both solutes is slightly greater than 
the combined lowering of the surface tensions of solutions contain- 
ing each of the solutes. On the contrary, when there is no chemical 
reaction between the solutes, the former is less than the latter.! 
It is therefore conceivable to assume that there must have been 


slight chemical reactions between o0-amino benzoic acid and capronic 


acid.” 

Such an increase of capillar activity was however not observed 
with p-amino-benzoic acid and with e-leucine. With leucine, the 
result was similar to the same degree as with o-amino-benzoie acid. 

As stated above, capronic acid and amino-acids have only slight 


1) Cf. for example, J. A. V. Butler and C. Ockrent. 

2) C. Wagner studied the surface tension of solutions containing phenol 
and anilin and concluded that more of the solute is absorbed at the surface 
when both solutes are contained in the solution; see the references. 
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effect upon the surface activity of each other. But it is quite 
probable that such is due to the weakness of affinity between 
carboxyl groups and amino groups. I thus tried to use sulphonic 
acids instead of carboxylic acid. 


2. The case with B-naphthalene-sulphonic acid. 


Fig. 2 shows a lowering of the specific surface tension of solu- 
tions containing leucine and $-naphthalene-sulphonic acid. pH is 
kept between 1.2 and 1.4 by the addition of HCl. In the following 
figures, the ordinate shows a lowering of the surface tension and 
abscissa concentration of amino-acids. Higher concentrated solu- 
tions could not be used because of the appearance of crystalline 
precipitates. 


Fig. 2. 
Specific surface tension lowering of solutions containing 
8-naphthalene-sulphonic acid and leucine. 


Concentration of leucine (mol/litre) 


0 0.04 0.08 
at 


0.10} 


0.20 


Specifi¢ surface tension lowering 


The numbers written under the curves denote 


1: without sulphonic acid 5: with 0.0200 mol 
2: with 0.0025 mol 6: with 0.0500 mol 
3: with 0.0050 mol 7: with 0.1000 mol 
4: with 0.0100 mol sulphonic acid. 


Fig. 3 shows the effect of changing pH. The concentration of 
sulphonic acid and of leucine is 0.02 Mol. A marked lowering of 
surface tension occurs between pH 4 and 2. 

Fig. 4 shows the ease of e-leucine and sulphonie acid. As the 
eapillary activity of e-leucine is quite small the curve almost co- 
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Fig. 3. 
Specific surface tension lowering of 0.02 molar solutions of B-naphthalene- 
sulphonic acid and leucine at various pH values. 


we 86 
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ovo 

s Leucine 0.02 mol ‘ 
5 : 
2 ------ Sulphonie acid 0.02 mol 
3 0.10 : 

2 —— Leucine 0.02 mol 

N 


+sulphonic acid 0.02 mol 


Fig, 4. 
Specific surface tension lowering of solutions containing 
8-naphthalene-sulphonie acid and e-leucine. 


Concentration of e-leucine (mol/litre) 


02 0.04. ; 0.08 
1 
$a 
i" 
p.. 220.10 Z 
Sf 
2.2 3 
m2 
BS 7 
0.20 
5 
1: with 0.02 mol 4: with 0.20 mol 
2: with 0.05 mol 5: with 1.50 mol 
3: with 0.10 mol sulphanie acid. 


incides with the abscissa when no sulphonic acid is added. pH is 
between 1.2 and 1.4. 


Purified arginine was kindly given by Dr. S. Shibuya to 
whom the author expresses his hearty thanks. This amino-acid is 
similar and less effective than e-leucine. 


3. The case with octyl sulphuric acid. 


Fig. 5 shows the lowering of the surface tension of solutions of 
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Fig. 5. 
Specific surface tension lowering of solutions containing 
octyl sulphuric acid. 
Concentration of octyl sulphuric acid (mol/litre) 


02 0.10 0.20 

to 
&S | 
Shy 
Ho : : 
a 0.20 ----- with 0.1 mol HCl. 
nS 
& 8 
22.040 j. ~““"Say 
Ne ’ 


octyl sulphuric acid. The solid line indicates the solution of octyl 
sulphuric acid only and the broken line indicates the solution 
containing 0.1 Mol HCl besides octyl sulphuric acid. When hydro- 
chloric acid is added, the surface tension is further decreased. 
Neutral electrolytes such as sodium chloride and barium chloride 
have also the same effect as HCl. Therefore, the phenomenon 
becomes complicated when amino-acid is added, but as mentioned 
below, amino-acids, though almost surface inactive, lower the surface 
tension of solutions of octyl sulphuric acid far more strongly than 
inorganic electrolytes. In the following experiment, amino-acids 
and peptides are added together as their hydrochlorides and pH 
is kept lower than 2. When the concentration of octyl sulphuric 
acid is low (about 0.01 Mol), pH becomes nearly 2, and when its 
concentration is high (about 0.1 or 0.2 Mol), pH is nearly 1. The 
solutions of low concentration of amino-acids with change in hydro- 
gen ion concentration, affect the surface tension to a great extent. 
The solutions to which 0.1 or 0.05 Mol hydrochloric acid was added, 
were also examined in some cases. These results are shown by 
broken lines. 

Fig. 4 shows the effect of e-leucine. In this ease with the in- 
creased concentration of octyl sulphuric acid and amino-acid, a 
lowering of the specific surface tension reaches a limiting value 


1) Physical interpretation of such'a phenomenon was studied by the 
present author theoretically; see Proe. Phys. Math. Soe. Jap., 20 (1938), 646-52. 
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Fig. 6. 
Specific surface tension lowering of solutions containing 
octyl sulfuric acid and e-leucine. 


Concentration of e-leucine (mol/litre) 
0.1 0.2 


gf 0.1 

€ 2 02 

25 

a 60-3) ee ee 

BS o4 

aS 

05st 5 4 

1: with 0.01 mol 6: 0.01 mol octyl 
2: with 0.02 mol sulphurie acid 
3: with 0.04‘mol Besos +0.1mol HCl- 
oe 1: 0.08 ol oct 

; ae E sulphuric acl 
octyl sulphuric acid. ed mol HCl 


of about 0.46. The effect produced by the addition of 0.1 Mol 
hydrochloric acid to. the 0.01 or 0.02 molar solution of octyl 
sulphuric acid is quite negligible when a large amount of e-leucine 
is added. 


Fig. 7. : 
Specific surface tension lowering of solutions containing 
octyl sulphurie acid and leucine. 
Concentration of leucine (mol/litre) 
0 0.025 0.050 


Speeifie surface 
tension lowering 


ao See 
el 


: with 0.01 mol 5: with 0.15mol | 
5 with 0.02 mol 6: with 0.22 mol 

: with 0.04 mol ; octyl sulphuric acid. 
: with 0.08 mol 


broken line 7: 0.02 mol octyl sulphurie acid+0.1 mol HCl. 


Rw 


j 
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Fig. 7 shows the effect of a-leucine. While a- -leucine is rather 
surface inactive, its addition lowers the surface tension of solutions 
of octyl sulphuric acid markedly. But as is the case with the 
curves 5 and 6, this effect becomes less when the concentration of 
octyl sulphuric acid becomes high. ‘ 

Fig. 8, 9, 10 and 11 show the effect of isoleucine, phenylalanine, 
lysine, and tyrosine respectively. Lysine was used as dihydro- 


Fig. 8. 
Specific surface tension lowering of solutions containing 
octyl sulphuric acid and isoleucine. 


Concentration of isoleucine (mol/litre) 


0 0.025 0.05 
¢ 0 ; : : 
> with no octyt sulphurio acid . 

“oer OR 
‘ Sn 
Ho 

LS) 0.2 
a5 

a 2 0.3 
Ord 
oO n 

= ae 04 
DR» 

> RS 

‘ Pe 
; 1: with 0.04 mol 3: with 0.15 mol 
2: with 0.08 mol octyl sulphuric acid. 
." 


' Fig. 9. 
Specific surface tension lowering of solutions containing 
octyl sulphuric acid and phenylalanine. 


Concentration of phenylalanine (mol/litre) 
0.025 9.050 


°o 


So 


with no octy! sulphuric acid 


o 9 
Ll od 


= 
we 


tension lowering 
o 
ns 


Specific surface 


= 
on 
wo 


“ 1: with 0.01 mol octyl pepo acid. 
2: with 0.04mol __—ibroken line 5 
3: with 0.08 mol 0.01 mol eeiat sulphuric acid+0.1 mol HCl. 


4; with 0.15 mol 
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: Fig. 10. 

Specific surface tension lowering of solutions containing 
octyl sulphuric acid and lysine. 


Concentration of lysine (mol/litre) 
0-025 - 0.050 


——_) 


o 2 
to 


ow 


tension lowering 


oo 9° 
ne 


Specific surface 


or 
wo 


1: with 0.01mol octyl sulphuric acid. 
2: with 0.04 mol broken line 5: 


3: with 0.08 mol 0.01 mo] octyl sulphuric acid 
4: with 0.15 mol +0.1 mol HCl. 
ieee ae 


Specific surface tension lowering of solutions containing 
octyl sulphuric acid and tyrosine. 


Concentration of tyrosine (mol/litre) 


02 0.01 0.02 1; with 0.04 mol 
2: with 0.08 mol 
3: with 0.13 mol 
octyl sulphurie acid. 

~ broken lines 
4: 0.01 mol octyl 

sulphuric acid 
+0.1 mol HCl. 
5: 0.04 mol octyl. 
sulphurie acid 
+0.06 mol HCl. 


Specific surface 
tension lowering 


chloride. As tyrosine was quite insoluble, the measurement was _ 
inaccurate. Lysine and tyrosine themselves are almost surface 
inactive. ; 

Fig. 12, 13 and 14 show the effect of eur elyeyl alee | 
leucyl-glycine and glycyl-leucine respectively. 

For the convenience of comparing the effects of the various 
amino acids and peptides, a lowering of the surface tension of 
solutions containing various quantities of various amino acids or | 
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Fig. 12. 
Specific surface tension lowering of solutions containing 
octyl sulphuric acid and leucyl-glycyl-glycine. 
Concentration of leucyl-glycyl-glycine (mol/litre) 


02 0.02 0.04 


2\ 9 
to 


= 
wo 


Specific surface 
tension lowering 


- a 
= a 
a 


: = 
(>, A coed 


\ 
oO 


1: with 0.04 mol octyl sulphuric acid. 
2: with 0.08 mol broken line 4: 
3: with 0.15 mol 0.04 mol octyl sulphuric acid +0.1 mol HCl. 


Fig. 13. 
’ Specifie surface tension lowering of solutions containing 
octyl sulphuric acid and leucy!-glycine. 
Concentration of leucyl-glycine (mol/litre) 


0 0.025 0.050 
with oo octyl sulphuric acy 


BF 0. 
ow 
26 0.2 
>) 
ae 0.3 1 
oO a 
A 
Bs 0,4 
0.5 
1: with 0.01 mol 4: with 0.15 mol 
2: with 0.04 mol octyl sulphuric acid. 
3: with 0.08 mol . 


peptides and a definite amount of octyl sulfuric acid is plotted in 
one figure. Fig. 15, 16 and 17 are the cases with 0.01, 0.04 and 
0.08 molar solutions of octyl sulphuric acid respectively. 

The effects of glycocoll, glycylglycine, prolylglycine anhydride, 
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Fig. 14. 
Specific surface tension lowering of solutions containing 
octyl sulphuric acid and glycyl-leucine. 
Concentration of glycyl-leucine (mol/litre) 


s 0.025 0-050 


with no octyl sulphuric acid 


2 
= 


= 
iw] 


S 
cs 


Specific surface 
tension lowering 
oO 
Ww 


ad 
nn 


3 


1: with 0.01 mol 4: with 0.15 mol 
2: with 0.04 mol octyl sulphuric ‘acid. 
3: with 0.08 mol 


Fig. 15. 
Specific surface tension lowering of 0.01 molar solutions of octyl 
sulphuric acid containing amino-acids or peptides. 


Concentration of amino-acid (mol/litre) 


q¢-——_—___-0.025_____"__-0.050 
Hf 
3.4 
SK 
Ho 
rey FS 
BS 
os 
es 
Dises 
a 3 : 
Qo 


1: e-leucine 4: phenyl-alanine 
2: lysine 5: leucine 
3: leucyl-glycine 6: glyeyl-leucine. 


and alanyl-glycine anhydride were also examined, but their effects 
were not remarkable. These diketo-piperazines were kindly given 
by Prof. T. Utino to whom the author wishes to express his hearty 
thanks. ; 
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Fig. 16. 
Specific surface tension lowering of 0.04 molar solutions of octyl 
sulphuric acid containing amino-acids or peptides. 


Concentration of amino-acids (mol/litre) 


: of. 0.02 | 0.04 
0.1 
a0 
2.8 09 
S5 
ZE 03 
i>) 
S85 o4 
Seo 3 
2. at 4 
ma) 
ae 95 5 
6 
0.6 7 
1: e-leucine 5: isoleucine or phenyl-alanine 
2: leucyl-glycyl-glycine 6: leucine - 
3: lysine 7: glycyl-leucine. 


4. leucyl-glycine 


Ite, alee. 


_ Specific surface tension lowering of 9.08 molar solutions of octyl 
sulphuric acid containing amino-acids or peptides. 


Concentration of amino-acids (mol/litre) _. 


0 0.02 0.04 
tf 60 
Ai 
3 
= 0.1 
= = 
8 0.2 
a 
= 0.3 
oO 
i>) 
3 
3 0.4 
je 3 
a 
& 0.5 
oO: 
2 
a 0.6 
1: tyrosine 5: lysine 
2: e-leucine 6: phenyl-alanine or isoleucine 
3: leueyl-glycyl-glycine 7: glycyl-leucine 
4: leucyl-glycine 8: leucine. 
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IV. Discussions. 


. 


Thus, it is coneeivable that a definite reactien occurs between 
B-naphthalene-sulphonic acid or octyl sulphuric acid and amino- 
acids. Whether this reaction is so stable as to form a salt-like 
compound or is only due to electrostatic attraction between nega- 
tively charged -SO3 or -SOxz groups and positively charged -NH3 
groups of the adsorbed ions is left open for further investigations. 


4 


V. Summary. 


1. By the maximum bubble pressure method, the surface 


tension of solutions containing surface active organic acids and | 


amino-acids was measured. 
2. The lowering of surface tension of solutions containing 


capronic acid and o-aminobenzoic acid was slightly greater than. 


the total sum of lowerings produced by each solution containing 
its respective solute. 

3. Surface tension of solutions containing f-naphthalene- 
sulphonic acid or octyl sulphuric acid is greatly lowered by adding 
a small amount of amino-acids or peptides which are only slightly 
surface active. But the addition’of glycocoll, glycyl-glycine, ete. 
produced no or almost no such effect on surface tension. 


The author wishes to express his hearty thanks to Prof. S. 
Kakiuchi for his kind advice throughout this investigation. The 
author also thanks Hattori Hékékwai very oe for Pe 
supports. 
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UBER DIE TRYPTOPHANABSPALTUNG BEI DER 
EIWEISSVERDAUUNG. 


Von 


: TOGO SHIMADA. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen Akademie 
zu Chiba. Direktor: Prof. Dr. 8S. Akamatsu.) 


a (Eingegangen am 30. Oktober 1940) 
« 

Es ist eine allgemeine Regel, dass Aminosiure bei ihrem Abbau 
in tierischen Organen zuerst oxydativ desaminiert wird. Das 
Reaktionsprodukt ist a-Ketosiure. Krebs(1933) hat es in schéner 
Weise unter Verwendung von Gewebsschnitten bewiesen. Eine 
sehr interessante Theorie des Aminosiureumsatzes wurde anderer- 
seits ktirzlich von Braunstein (1937) aufgestellt. Sie ist die 
Umaminierungstheorie. Nach dieser Theorie reagiert die Amino- 
sdure unter der Wirkung des Muskelferments mit der a-Ketoglutar- 
sdure in solcher Weise, dass sich in der Versuchslésung a-Ketosiiure 
und Glutaminsdure nachweisen lassen. . 

Es gibt aber einige Aminosduren, die bei ihrem Umsatz zuerst 
vorwiegend an einer anderen chemischen Gruppe als der a-Amino- 
gruppe angegriffe werden. Dazu gehdren die Argininspaltung 
durch Arginase und die Tyrosinoxydation durch Tyrosinase. Beide 
Reaktion sind der Hauptweg des normalen Abbaues der betref- 
fenden Aminosiuren. Es wurde auch von Kotake (1937) fest- 
gestellt; dass Tryptophan an den Indolkern oxydiert und dann in 
Kynurenin tiberfiihrt wird. ; 

Bei der Untersuchung des Aminosiureabbaues wird meistens 
die Bestimmung der Spaltprodukte ausgefiihrt, z.B. Harnstoff- 
bestimmung bei der Arginasewirkung. Dieser Argininabbau kann 
aber in einfacher Weise auch durch Ermittelung der zuriickbleiben- 
den Argininmenge untersucht werden. Iwabuchi (1936) hat 
Arginin als Flavianat gefallt und es dann in alkalischer Reaktion 
mittels Zinnchloriir reduziert. Den entstandenen Farbstoff hat er 


schliesslich zur Kolorimetrie verwendet. 


‘i 
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_Die Pestimmung des nicht angegriffenen Substrats ist beson- 
ders in solechen Fallen zweckmissig, wo der Abbaumodus noch nicht 
sicher bekannt ist. Histidin wird nach Edlbacher (1934) durch 
Leberferment unter Ammoniakbildung abgebaut. Er nimmt aber 
an, dass die fermentative Spaltung ausschliesslich an dem Imidazol- 
ring stattfindet und daher die a-Aminogruppe der Seitenkette 
immerhin intakt bleibt. Dagegen hat Sera (1938, 1940) aus dem 
Hydrolysat des Histidins Urocaninsaéure und Isoglutamin isoliert 
und er hat weiter die Urocaninsiurebildung als die erste Reaktions- 
stufe des Histidinabbaues bezeichnet. Kurihara (1939) hat eine 
kolorimetrische Histidinbestimmung ausgearbeitet, die auf Knoop- 
scher Bromreaktion beruht. Bei dieser Methode kolorimetriert 
man das in alkalischer Reaktion in den blauen Farbstoff um- 
gewandelte bromierte Produkt aus Histidin unter Stabilisierung 
der Verfarbung durch Cyanzusatz. Unter Gebrauch dieser Methode 
hat Takeuchi im hiesigen Institut den Histidinabbau untersucht 
und ein Ferment, Histidindesaminase, aus der Leber isoliert, das 
_das Histidin fast quantitativ in Urocaninsaure tberfiihren kann. 
Er hat dann die Urocaninsdurespaltung durch tierische Organe 
untersucht, wobei er zum Messen der Hydrolyse die Paulysche 
Diazoreaktion verwendet hat. Urocaninsdure wird schnell ab- 
gebaut. Unter der kombinierten Verwendung der Histidin- und 
Urocaninsdéurebestimmung hat er den Versuch weiter ausgefiihrt 
und konnte ein zweites Ferment isolieren, das die Urocaninsaure 
spaltet, aber auf Histidin unwirksam ist. Dariiber wird bei nach- 
ster Gelegenheit berichtet. In solecher Weise ist die Bestimmung 
des intakt bleibenden Substrats, falls das angewandte Verfahren 
auf einer spezifischen Reaktion des Substrats beruht, sowohl fiir 
die Trennung des Fermentgemisches als auch fiir die Isolierung 
der Spaltprodukte als sehr vorteilhaft zu erwihnen. 

Ich habe eine kolorimetrische Methode der Tryptophanbestim: 
mung studiert, die den Gehalt des freien Tryptophans einfach und 
in kurzer Zeit ermitteln lasst. Es gibt bekanntlich schon eine 
grosse Reihe von schénen Arbeiten aus dem Institut von Prof. 
Kotake iiber den Tryptophanabbau sowohl in vivo als auch in 
vitro. Ich habe daher unter Benutzung der neuen Methode die 


- 
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Tryptophanabspaltung bei der Eiweissverdauung untersucht. 

Zur Tryptophanbestimmung wurden bisher mehrere Methoden 
angegeben, aber die meisten beruhten auf der Kolorimetrie des 
Farbstoffes, der bei der Einwirkung von starker Siure auf das 
Gemisch von Tryptophan und Aldehyd entsteht. Als Aldehyd 
wurde Glyoxylsiure (Fasal, 1912; Felix, 1936), Formaldehyd 
(Furth, 1924; Tillman, 1925; Komm, 1926; Masayama, 1936), 
p-Dimethylaminobenzaldehyd (Holm, 1923; Boyd, 1929), Benzal- 
dehyd (Liischer, 1922) oder Vanillin (Kraus-Ragins, 1925) 
gebraucht. Diese Farbenreaktionen fallen jedoch bekanntlich 
sowohl bei dem freien als auch bei dem gebundenen Tryptophan 
positiv aus. rn 

Kine wassrige Tryptophanlésung fiarbt sich rot bei vorsichti- 
gem Zusatz von Bromwasser. Diese Reaktion wurde bisher zum 
qualitativen Nachweis des Tryptophans sehr oft benutzt, weil sie 
nur dem freien Tryptophan spezifisch ist. Das gebundene Trypto- 
phan sowohl in Hiweiss wie auch in Dipeptid reagiert nicht, wie 
es von Abderhalden und Kempe (1907) bewiesen wurde. Aber 
diese Bromreaktion ist bisher zur quantitativen Bestimmung des 
Tryptophans nicht angewendet worden. Bei meiner Kolorimetrie 
handelt es sich um diese Bromreaktion. 

Es gibt wohl Bestimmungsmethoden des Tryptophans durch 
Bromzusatz, die von Levene und Rouiller (1907) und von 
Homer (1915) angegeben wurden. Bei der Methode von Levene 
und Rouiller (1907) fallt man Tryptophan mittels Quecksilber- 
sulfats, zersetzt den Niederschlag durch Schwefelwasserstoff und 
titriert dann die mit Amylalkohol durchgemischte tryptophan- 
haltige Lésung mit Bromlésung, bis das von Amylalkohol aufgenom- 
mene rotliche Reaktionsprodukt entfarbt wird. Die Bromlosung 
-ist vorher gegen eine reine Tryptophanlésung geeicht worden und 
man berechnet den Tryptophangehalt aus der verbrauchten Brom- 
menge. Wie die Autoren selbst angegeben haben, wird die Bestim- 
mung aber durch die Anwesenheit des Zystins komplizierter, das 
auch durch Quecksilbersulfat zusammen mit dem Tryptophan | 
fallbar ist. Falls die zu untersuchende Losung noch andere 
bromierbare Substanzen enthilt, wird die Bestimmung dadurch 
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stark beeintrichtigt, weil der Tryptophangehalt aus dem Bromver- 
brauch berechnet wird. Die Methode von Homer (1915) benutzte 
den Bromverbrauch bei dem tiefgreifenden oxydativen Trypto- 
phanabbau. Der Tryptophanlésung wird tiberschiissiges Brom 
zugesetzt, dann das zur Bromierung und Oxydation nicht ge- 
brauchte Brom jodometrisch titriert und schliesslich der Tryp- 
tophangehalt aus dem vorher bemessenen Bromverbrauch der rel- 
nen Tryptophaulésung errechnet. Diese Methode wurde an dem 
Barythydrolysat des Eiweisses gebraucht und Homer hatte recht 
darin, dass er vor dem Bromierungsverfahren das zu bestimmende 
Tryptophan zuerst durch Quecksilbersulfat niederschlug und es 
weiter von den durch Phosphorwolframsaure fallbaren Substanzen 
befreite. Ob diese Methode allgemein zur Tryptophanbestimmung 
zu verwenden sei, steht dahin, weil die Versuchslosung ausser Tryp- 
tophan noch andere bromierbaren Substanzen enthalten kann, die 
sich gegen die oben erwahnten Fallungsmittel ebenso wie Trypto- 
phan verhalten wiirden. Falls es sich bloss um die Bestimmung 
des gesamten Tryptophans nach vorangehender Alkalihydrolyse 
handelt, ist die Sache anders, weil die verschiedenen Messmethoden 
- dureh Sdaure-Aldehydreaktion dafiir in noch einfacherer Weise 
ausfiihrbar sind. 

’ Die Ursache, warum die Bromreaktion des Tryptophans zur 
kolorimetrischen Bestimmung bisher nicht gebraucht wurde, beruht 
sicher darauf, dass der richtige Bromzusatz bis zur dem Trypto- 
phangehalt entsprechenden roétlichen Verfarbung schwer zu kon- 
trollieren ist, weil die Tryptophanlésung bei jedem Eintropfen des 
Bromwassers allmiblich rétlicher wird, aber beim Uberschreiten 
der Bromierung jene rote Verfairbung unter allmihlicher 
Nuanceanderung sich zur gelben verwandelt, darum die maximale 
Bildung der roten Substanz unvermeidlich tibersehen wird. 2 
_, Die beim Bromieren des Tryptophans entstehende rote Sub- 
stanz ist in Wasser schwerléslich, die Farbenvergleichung in 
‘wassrigem Medium ist daher zur quantitativen Bestimmung des 
Tryptophans nicht geeignet. Jene rote Substanz wird aber in 
Chloroform durch die gleichzeitige Anwesenheit von Trichloressig- 
sdure und Kssigsdure léslich gemacht; deshalb wird unter solcher 


, 
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Bedingung das in wiissriger Lésung vorhandene Tryptophan je 
nach dem Fortschreiten des Bromierens immer als rote Substanz 
durch Chloroform aufgenommen. Jener Zusatz der Trichloressig- 
sdure wurde eigentlich mit Riicksicht auf das vorherige Entei- 
weissen der Versuchslésung probiert und erwies sich spiter als 
unbedingt nétig zum Uberfiihren des Farbstoffes in die Chloro- 
formschicht. 

Um den Bromzusatz bei der maximalen rétlichen Verfairbung 
zu unterbrechen, wihlte ich Methylorange als Indikator. Dieser 
Farbstoff lést sich in Chloroform nicht und wird durch Brom 
oxydativ entfirbt. Indigocarmin ist auch brauchbar zur Erken- 
‘nung der Endreaktion des Bromierens, wobei die blaue Farbe des 
Indikators auch oxydativ entfarbt wird, aber nach meiner Er- 

~fahrung ist dieser Farbstoff bei vorliegendem Fall weniger passend 
als Methylorange. Es gibt vielleicht noch bessere Indikatoren als 
Methylorange, ich habe sie aber nicht weiter untersucht. 
_ Die erforderlichen Reagenzien zur Bestimmung des freien 
Tryptophans und das Ausfiihrungsverfahren selbst werden weiter 
unten angegeben. 


Erforderliche Reangenzien: Te 

1. Chloroform. 

2. WHisessig. 

3. 16% wissrige picnics tec 

4. Indikator: Methylorange, 0,01% wiissrige Lésung. 

5. Essig-Brom LésungI (1,5% Brom in 33% Essigsaure). 
6. Essig-Brom Lésung II (0,3% Brom in 33% Essigsaure). 
7. 10% Essigsaéure in Chloroform. 


Erforderliche Apparate: 

1. Kolorimeter. ; er, 

2. 10ccem Messzylinder mit Glasstopsel. 

3. Kleine zylindrische Scheidentrichter von ungefiéhr 15 ccm 
Inhalt mit Glasstépsel. 


Ausfiihrung: Die tryptophanhaltige Versuchslosung wird mit 


gleicher Menge 16% Trichloressigsiure gemischt und filtriert. 


Andererseits werden in den Scheidentrichter 4 ecm Chloroform und 
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leem Eisessig genommen und gut gemischt. Dazu werden 2,0 ccm 
vom obenerwidhnten Filtrat einpipettiert, mit 2 gtt. Methylorange 
versetzt, dann aus der Biirette die Essig-Brom Lésung I eingetropft 
und der Inhalt des Scheidentrichters von Zeit zu Zeit vorsichtig 
gemischt. Je nachdem die Bromierung fortschreitet, geht der ent- 


-standene rote Bromkérper in die Chloroformschicht tiber, wahrend 


sich das Methylorange in der wassrigen Schicht allmahlich entfarbt. 
Es ist dabei giinstig, dass das Chloroform dem Dichteverhaltnis 
gemiss unter der wassrigen Schicht liegt und infolgedessen die 
Uberoxydation des gebildeten roten Kérpers durch die eintropfende 
Bromlisung auf das geringste Mass beschrankt werden kann. In 
diesem Punkt iibertrifft das Chloroform die anderen den roten 
Bromkorper auflésenden Lésungsmittel. Wenn Metholorange in der 
wassrigen Schicht sich beinahe entfarbt, wird noch 1 gett. Indikator 
zugesetzt, dann die Essig-Brom Lésung II eingetropft, bis die rot- 
liche Farbe von Methylorange in der wasserigen Schicht otinzlich 
verschwindet. Die Endreaktion ist ziemlich deutlich. Der Schei- 


‘dentrichter wird hierauf stark geschiittelt, die Chloroformschicht in 


~~ 


den 10 cem Messzylinder ausgegossen, 1 cem von neuem Chloroform 


zum Inhalt desScheidentrichters zugefiigt, um den zurtickbleibenden 


roten Koérper quantitativ aufzunehmen, und dann wird auch das 


Chloroform in den Messzylinder tibertragen. Alsdann wird der 


Inhalt des Zylinders mit Essigsiure-Chloroformlésung bis zur 10 
ecm Marklinie gefiillt. Die vorherige Hisessigzufiigung zum Chloro- 


form als Auffiillungsmittel hat den Zweck, dem sonst unvermeid- 


lichen Triiben der rétlichen Chloroformlésung vorzubeugen. Nun 


‘wird der Messzylinder gut umgeschiittelt, 15-20 minutenlang bei 
37° im Brutschrank stehen gelassen. Dann ist die Lésung fertig 


zur Kolorimetrie. Als Vergleichslésung dient die in ganz gleicher 


' Weise wie oben behandelte reine Tryptophanlésung von bekannter 


Konzentration. Unter Gebrauch des gewoéhnlichen Dubosq- 


| Kolorimeters kann man den Tryptophangehalt in 1 eem von M/40- 
_ M/400 Konzentration, also 5,1-0,51 mg Tryptophan, innerhalb yon 


etwa 3% Abweichung bestimmen. Weiter wurde bestitigt, dass 
sich auch das dem Pepton oder Organbrei zugesetzte qayplopnae 


- quantitativ wieder ee lasst. 
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Uber den Bromverbrauch bei der Tryptophanreaktion ist schon 
eine ausfiihrliche Untersuchung von Neuberg (1907) vorhanden. 
Er hat wassrigen Tryptophanlésungen verschiedene Mengen einer 
Brom-Bromkalilésung zugesetzt und die stirkste rotviolette Ver- 
farbung in solchen Fallen gefunden, bei denen 4 Atome Brom auf 
1 Molekiil Tryptophan reagierten. Bei der vorliegenden Bestim- 
mungsmethode wurde wohl eigentlich die dem Tryptophangehalt 
entsprechende Vertiefung der roten Verfarbung gewiinscht, jedoch 
hinsichtlich des Zweckes der Ausarbeitung der Mikromethode war 
ausserdem die maximale Bildung des roten Farbstoffes vorteihaft, 
Ich habe daher bei der Ausfiihrung der Bestimmungen einer be- 
‘kannten Tryptophanmenge jene Bromliésungsmenge, die bis zum 
Entfarben des in der wassrigen Schicht vorhandenen Indikators, 
der Methylorange zuzusetzen war, gemessen und den Bromgehalt 
in den betreffenden Mengen der Essig-Bromlésung jodometrisch 
bestimmt. Es war genau in dem Verhiltnis vorhanden, dass 4 
Atome Brom auf 1 Molekiil Tryptophan reagierten. 

Die hier angegebene kolorimetrische Methode bestimmt das 
freie Tryptophan, wahrend die bisher von vielen Autoren mitge- 
teilten Verfahren hauptsichlich auf der Indolreaktion beruhend 
ausgearbeitet wurden, infolgedessen dadurch mit dem freien Try- 
ptophan zusammen auch das gebundene gemessen wurde. Die 
Bestimmung des gesamten Tryptophans, sowohl des freien als auch 
des gebundenen, ist an sich manchmal wohl wiinschenswert, es 
gibt jedoch sicher ein weiteres Versuchsgebiet, bei dem die Bestim- 
mung des freien, nicht gebundenen Tryptophans vorgezogen wird. 

Mit dieser Methode habe ich nun die Tryptophanabspaltung 
bei der Eiweissverdauung untersucht. 

Ich habe auf Kasein und Wittepepton proteolytische Pesnene 
einwirken lassen und die Zunahme des Aminostickstoffes und des 
freien Tryptophans gemessen. Die gebrauchten Fermente waren 
Pepsin (Sankyo), Trypsin (Griibler) und Diinndarmextrakt als 
Erepsin. Die beiden letzteren sind enzymologisch nicht einheitlich 
und enthalten verschiedene Protease und Acylase. Aber da sowohl 
das peptische Kaseinhydrolysat als auch Pepton-Witte nichts 
anderes als das Gemisch verschiedener Polypeptide sind, und da 
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meines Erachtens der Gebrauch des isolierten Ferments zur Hydro- 
lyse des so komplizierten Gemisches nicht besonders wertvoll ist, 
habe ich die Versuche einfach mit Magen-, Pankreas- und Darm- 
saftprotease ausgefiihrt. Die Reihenfolge der Fermentwirkung 
war fiir Kasein so geordnet: Pepsin-Trypsin-Erepsin, Pepsin- 
Erepsin und Trypsin-Erepsin, und fiir Peptonwitte: Trypsin- 
Erepsin. 

Die Resultate der Experimente werden in Figuren angegeben. 
An der Abszisse sind die Verdauungstage und an der Ordinate die 
Zunahme des Aminostickstoffes und das gemessene freie Trypto- 


phan in mg gezeigt. Diese Zahlenwerte werden auf a 1g Kasein 


und Pepton umgerechnet. 


Man kann aus diesen Ergebnissen folgendes ersehen: 


Bei der peptischen Verdauung des Kaseins wird kein Trypto- 
phan abgespalten. Wenn Trypsin bei Pu 8 auf das peptische 
Hydrolysat wirkt, wird eine schnelle Abspaltung des Tryptophans 
beobachtet. Bei der darauf folgenden Erepsinwirkung vermehrt 
sich zwar Aminostickstoff, aber nicht Tryptophan. Dieses stimmt 
mit der Angabe von Kraus-Ragins (1928) iiberein. 

Wenn das Erepsin gleich nach der Pepsinverdauung einwirkt, 
wird auch eine Tryptophanabspaltung beobachtet, aber ihre Menge 
reicht kaum bis zur Hilfte des Trypsinversuchs. 

Bei der direkten Trypsinwirkung auf Kasein wird eine reich- 


liche Menge Tryptophan abgespalten. Die nachfolgende Erepsin- _ 


wirkung ergibt Aminostickstoffzunahme, aber keine weitere Tryp- 
tophanabspaltung. Die Tryptophanmenge bei der direkten tryp- 
‘tischen Wirkung ist groésser als bei jenem Fall, bei dem die Pepsin- 
wirkung vorangeht. Man kann sagen, dass fiir die priparative 
Tryptophanherstellung aus Kasein die einfache tryptische Ver- 


dauung, die bisher wie iiblich angewandt wurde, schon hinreichend 


und auch zweckmiassig ist. 
Witte-Pepton enthilt kein freies Tryptophan. Liasst man 
Trypsin auf dieses einwirken, wird freies Tryptophan gebildet. 
Die darauf folgende Erepsinwirkung zeigt bei diesem Fall aber 
eine deutliche Abspaltung des Tryptophans. Witte-Pepton ist ein 
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Praparat aus Fleischeiweiss. Die Tryptophanabspaltung aus dem 
peptisch-tryptischen Hydrolysat ist also nach Eiweissarten ver- 
schieden. : 

Man kann bestimmt sagen, dass das Pepsin keine Try ptophan- 
abspaltung aus Eiweiss bewirkt. Kraus-Ragins (1928) hat eine 
Spur des freien Tryptophans im peptischen Hydrolysat. des 
Kaseins, Edestins und Cucurbitaceensamenglobulins gefunden. Es 
ist moglich, wie von ihr angegeben, dass dieses nach der Vauillin- 
HCl Methode bemessene Tryptophan mit dem abgebauten Eiweiss- 
substrat nichts zu tun hat und von dem teilweise selbstverdauten 
Pepsin herstammt. Der Befund von demselben Autor, dass das 
freie Tryptophan schon im Witte-Pepton enthalten ist, zeigt bloss 
die Anwesenheit des durch Quecksilbersulfat fallbaren gebundenen 
Tryptophans in dem Peptonpraparat. Es ist eine allgemeine 
Annahme, dass das Pepsin iiberhaupt keine Abspaltung der freien 
Aminosaure bewirkt. Anwesenheit des Arginins in dem peptischen 
Hydrolysat wurde oft mitgeteilt. Solche Ergebnisse zeigen nur, 
dass in dem Hydrolysat die durch die Arginase angreifbaren Sub- 
stanzen vorhanden sind, aber nicht unbedingt, dass das freie 
Arginin darin gebildet worden ist, weil es-im Leberextrakt ein 
Ferment gibt, das aus dem gebundenen Arginin und den Argi- 
ninderivaten Harnstoff zu erzeugen imstande ist, obwohl die Harn- 
stoffbildung durch dieses Ferment im allgemeinen schwacher ist 
als die Spaltung des natiirlichen Arginins durch die in demselben 
Extrakt vorhandene eigentliche Arginase. Wenn andererseits die 
von manchen Autoren gebrauchte Leberarginase mit der Poly- 
peptidase vermischt worden sei und wenn diese Protease wahrend 
des Versuchs zur Argininbestimmung auf das peptische Eiweiss- 
abbauprodukt einwirkte, um daraus das sogenannte reaktive 
Arginin zu liefern, ist die ganze Sache sehr einfach. Uber dieses 
Problem wird bei nichster Gelegenheit aus hiesigem Institut 


berichtet werden. 


Diese Untersuchungen wurden unter Leitung von Prof. Aka- 
matsu mit der finanziellen Unterstiitzung ausgefiihrt, die Herrn 
Professor Akamatsu zur Forderung der  wissenschaftlichen 


\ 
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Forschungen von dem Unterrichtsministerium zur Verfiigung 


gestellt wurde. : 


Abb. 1. 


Kasein. 


Pepsin-Trypsin-Erepsin 
Pepsin-Erepsin 


Abb. 2. 


Kasein. 


Trypsin-Erepsin 
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Abb. 3. 
Pepton. 
Trypsin-Erepsin 
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EXPERIMENTELLER TEI. 


1. Quantitative Bestimmung des Tryptophans in seiner 
wassrigen Léswng. ; 


Je lecm Tryptophanlisung von verschiedener Konzentration 
wird in oben beschriebener Weise -mit 1 cem 16% Trichloressigsiure 
versetzt und bromiert. Als Standardlésung dient die 7/100 Tryp- 
tophanlésung—lecem davon enthalt 2,041 mg Tryptophan—und 
der Tryptophangehalt in anderen Lésungen wird kolorimetrisch 


gemessen. ; 


TABELLE I. 
Konzentration 1 eem enthilt 
des 

Tryptophans ber. gef. 7 
M/40 5,103 mg 5,040 mg 99 
M/100 . 2,041 » 2,041 » 100 
M/150 1,361 ” ikstont ky 100 
M/200 1,021 » 1,008 » 98 


M/400 0,510) 7 0,498 ” 98 


28 T. Shimada: 


2. Bestimmung des zur Peptonlésung zugesetzten 
Tryptophans. 

5,0cem 1% Pepton-Witte+5,0cem M/50 Tryptophan. Die 
Endkonzentration des Tryptophans ist 1/100. Als Kontrolle dient 
0,5% Peptonlésung. 2ccm beider Lésungen werden je mit glei- 
cher Menge Trichloressigsiure versetzt und 2cem klares Filtrat 
zum Versuch gebraucht. Die Vergleichslosung ‘wird aus leem 
M/100 Tryptophanlésung bereitet. Die Kontrolle-Peptonlosung 
ohne Tryptophanzusatz ergibt, dass kein freies Tryptophan darin 
praformiert vorhanden ist. In lcem tryptophanhaltiger Pepton- 
ldsung wird 2,024mg Tryptophan, also 99% der berechneten 


Menge, wiedergefunden. 
\ 


3. Bestimmung des zum Organbrei zugesetztem 
Tryptophans. 


Frische Rattenleber wird zerrieben und in 4 fachem Volumen 
Wasser suspendiert. Die folgenden Gemische werden bereitet und 


schnell durch Zusatz mit gleichem Volumen Trichloressigsiure — 


enteiweisst. 1) 2,0cem Lebersuspension+4,0eem M/40 Trypto- 


phan+4,0cem Phosphatpuffer; 2) 2,0cem Suspension+4,0 ccm ~ 


Wasser+4,0cem Puffer. Die Enteiweissung wird beschleunigt, 
weil sonst allmahlich Schwund des freien Tryptophans durch das 
im Organbrei vorhandene Ferment stattfindet. In der einfachen 
Lebersuspension war kein freies Tryptophan messbar. In 1cem 
Lebersuspension, der Tryptophan zugesetzt wurde, wird 2,062 mg 
Tryptophan nachgewiesen; es macht 101% der zugesetzten Menge. 


» 4. Die verbrauchte Brommenge zur Bildung des 
roten Bromkorpers. 


Zuerst werden die Reagenzien und 1,0cem M/40 Tryptophan 
in den Scheidentrichter genommen und unter Ausfiihrung des 
Bestimmungsverfahrens wird in iiblicher Weise die eben bis zum 
Entfarben des Indikators verbrauchte Menge der Brom I Lésung 
und Brom If Losung gemessen. Dann wird genau dieselbe Menge 
der Brom I Lésung und Brom II Lésung in einen 100 cem 
Erlenmeyer Kolben genommen, der lecm Hisessig, 1eem 16% 
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Trichloressigséure un deine bestimmte Menge Jodkalilésung ent- 
halt. Das freigemachte Jod wird unter Stirkezeusatz mit Natrium 
Thiosulfat aus einer Mikrobiirette titriert. 


BromI Lésung BromII Lésung WN/10 Na.S:0; 


Versuch a 1,00 eem 0,99 eem 1,03 eem 
Versuch b 1,00 » 1,12 » O72 eer 
Versuch e 1007 2 0,89 »” 0,99 » 


Dieses Ergebnis zeigt eindeutig, dass unter unserer Versuchs- 
bedingung 1ecm M/10 Brom fiir 1,0cem M/40 Tryptophan ver- 
braucht wird ; namlich dass zur Bildung der dem Tryptophangehalt 
entsprechenden Menge des roten Bromkérpers ein Molekiil Try- 
ptophan genau 4 Atome Brom aufnimmt. 


5. Die quantitative Bestimmung des abgespaltenen 
Tryptophans bei der Verdawung des Eiweisses. 


Die gebrauchten Substrate sind Kasein-Merck und Witte 
Pepton. Als proteolytisches Ferment wurden Pepsin von Sankyo, 
Trypsin von Gribler und Darmschleimhautextrakt als Erepsin 
gebraucht. Die Erepsinldsung wurde wie folgt hergestellt: 
Schweindarmschleimhaut wurde iibernacht mit 5 fachem 87% 
Glycerin extrahiert, der Auszug 30 Minuten auf 55° erwarmt und 
zentrifugiert, die tiberstehende Lésung mit Essigsaure auf Pu 4,6 
angesduert und Wasser zugesetzt, um den Glycerinextrakt endlich 
anderthalbfach zu verdiinnpn, dann die Lésung nochmals zentri- 
fugiert und die iiberstehende Lésung mit Ammoniak neutralisiert. 
Das ganze Experiment hindurech ist die Versuchstemperatur der 
Fermentwirkung 37°. Das PH wurde an der Versuchslésung 
mittels des Indikatorpapiers gemessen. Die proteolytischen Ver- 
suche wurden wie folgt angesetzt. 

60 ¢ Kasein werden zuerst mit Wasser, dann: mit Salzsiiure 
versetzt, bis die erhaltene Lésung Pm 2 wird. Man verdiinnt die 
Lésung weiter mit Wasser auf 300cem und lést nun darin 6g 
Pepsin auf (20% Kaseinlésung). Die Zunahme des Amino-N wird 
nach Van Slyke und die abgespaltene Tryptophanmenge kolori- 


metrisch alle 24 Stunden bestimmt. . 
Nach 7 Tagen wird die letzte Messung der Aminostickstoff- 


s 
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zunahme und der Tryptophanspaltung an dem peptischen Hydro- 
lysat ausgefiihrt; je 120cem Hydrolysat werden weiter der 
Trypsin- bzw. Erepsinverdauung iiberlassen. Beim ersteren Fall 
macht man die Lisung durch Zusatz von A eem N-Natronlauge 
zu Pu 8 und versetzt dann mit 40-A ecm Wasser und dann mit 
2¢ Trypsin (15% Kaseinlésung). Beim letzteren Fall werden zu 
dem ebenso mit A ccm N-Natronlauge und 60—-A ccm Wasser ver- 
setzten Hydrolysat (PH 8) 60ccm Erepsinlésung hinzugefigt 


~ (10% Kaseinlésung). Bei beiden Fallen werden die Aminostick- 


stoffzunahme und die abgespaltene Tryptophanmenge wie beim 
Pepsinhydrolysat gemessen. Das peptisch-tryptische Hydrolysat 
wird weiter durch Erepsin verdaut, indem man 40 cem davon mit 
20cem Erepsinlésung versetzt, wobei das Po der Loésung nicht 
merklich verschoben wird. 

Bei direkter Trypsinwirkung auf Kasein ist das Verfahren 
prinzipiell dasselbe wie bei der Pepsinverdauung; 15g Kasein 
werden mit Wasser und dann mit N-Natronlauge versetzt, bis die 
Losung Pu 8 wird, weiter verdiinnt man die Lésung mit Wasser 
auf 100 ecm und lost dann darin 1,5 g Trypsin auf (15% Kasein- 
lésung). Nach 7 Tagen wird weiter das tryptische Hydrolysat, 
ebenso wie das peptisch-tryptische Hydrolysat oben behandelt 
wurde, durch HErepsin verdaut., : 

Einwirkung des Trypsins und des Erepsins auf Witte Pepton 
geschieht in ganz gleicher Weise wie bei Kasein. ~ 

Die Aminostickstoffmessung wird bei jedem Versuch an 1,0 
eem Hydrolysat nach Van Slyke ausgefiihrt. Bei der Bestim- 
mung der abgespaltenen Tryptophanmenge werden 2,0-3,0 cem 
Hydrolysat verwendet, dazu die gleiche Menge 16% Trichloressig- 
Saure zugeftigt und dann 2,0cem Filtrat zur kolorimetrischen 
Bestimmung gebraucht. Wihrend des ganzen Experimentes wird 
der Kontrollversuch pararell ohne Substratzusatz durchgefiihrt, um 
die Aminostickstoff- und Tryptophanmenge des Hauptversuchs 
damit zu korrigieren. Bei diesem Kontrollversuch wird wohl eine 
Aminostickstoffzunahme wegen der Selbstverdauung der proteoly- 
‘tischen Fermente bemerkt, doch keine messbare Abspaltung des 
Tryptophans gefunden. 


/ 
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Um die obigen Resultate durch den ganzen Verlauf des Ex- 
periments klar ersichtlich zu machen, werden in den folgenden 
Tabellen die bemessenen Werte weiter fiir 1,0 cem 10% Lésung von 
Kasein bzw. Pepton (0,1 g Kasein oder Pepton) umgerechnet. 


TABELLE ITI. 
A. Kasein. 


a) Pepsin-Trypsin-Erepsin. 


Protease Wirkungsdauer NH2-N Zunahme Tryptophan 
1 Tag 0,90 mg Omg 
2 Tage 1,00 » 0» 
3» 1,08 » | 0» 
Pepsin 495 1,19 » 0» 
5» Teo ” 0 » 
6 » 1,33 » 0 » 
(fete 1,32 » 0 » 
fea 2,97 » 0,56 » 
z 2 Tage 3,49 » ; 0,76 » 
3) - 3,68 » 0,82 » 
Trypsin 4 » 3,91 » 0,88 » 
Se or 4,15 » 0,91 » 
6 » 4,21 ” 0,93 ” 
ioe? 4,23 » 0,93 » 
1 Tag 5,77 0,93 » 
2 Tage 6,18 » 0,93 » 
’ . Zz ss 6,38 ” 0,95 ”? 
Erepsin 4 9» 6,48 » 0,95 » 
Se 9 6,57 21 0,93 » 
6» 6,69 » 0,92 »» 


b) Pepsin-Erepsin. 
Dasselbe peptische Hydrolysat wie beim Versuch a wird ohne die 
vorangehende Trypsineinwirkung durch Erepsin verdaut. 


Protease Wirkungsdauer NH:2-N Zunahme Tryptophan 
1 Tag 2,10 mg 0,28 mg 
2 Tage 2,28 » 0,38 » 
” \ 2,46 ” 0,39 ” 


3 , 

4» 2,56 ” 0,39 3 
5 2,71 7 0,40 4 
6 
7 


Erepsin 


7 2,77 » 0,41 » 
oe 2,88 ” 0,41 ” 
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e) Trypsin-Erepsia. 


Protease Wirkungsdauer NH:2-N Zunahme ’ Tryptophan 
1 Tag | 2,73 mg 0,76 mg 
‘ 2 Tage 3,19 » 0,91 » 
3» oF 3,88. 1,05 » 
Trypsin 4 9 3,59 » 1,13 » 
S 5 3,78 » 1,20 » 
6 » - 3,86 » 2 0ir2 , 
Via he, 3,87 » 1209s 
1 Tag - > 0,46 » 1,20» 
2 Tage 5,84 » 1,20 » 
BE 6,08 » 1,20 » 
Erepsin 4 6,40 » 1,20 » 
5” 6,64 » 1,20 » 
6. » : 6,81 » 1,20 » 
7 


” 6,94 » 1,20 » 


B. Witte-Pepton. 
Trypsin-Erepsin. 


Protease Wirkungsdauer NH:-N Zunahme Tryptophan 
1 Tag : 241mg 1,05 mg 
2 Tage 3.12 » 4 1,64 » 
Sa? 3,27 9 1,80 » 
Trypsin 4% 3,50 » 1,94 » 
5 » 3,00 )23e 1,94 » 
6 » B63 9 + 1,96 » 
7 » 363 >) 1,94 » 
1 Tag 5,23 » 2,55 » 
2 Tage 5,77 » 2,83 » 
3» 6,13 » |! 2,83 9» 
Erepsin 4» 6,54 99 2,80 » 
5 » 6,85 » 2,80 » 
6 » 7,03 » - 2,83 » 
Tass 7,16 » 2,83 » 


~ 
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ZUSAMMENFASSUNG. 


Es wurde eine kolorimetrische Bestimmungsmethode des Tryp- 
tophans ausgearbeitet. Sie beruht auf der Bromreaktion, die fiir 
freies Tryptophan spezifisch ist. Der wihrend des Bromzusatzes 
gebildete rotliche Kérper wird bei Anwesenheit von Essigsiiure 
und Trichloressigsiure von dem untergeschichteten Chloroform 
aufgenommen. Die Endreaktion der Bromierung wird durch Ent- 
farben des Methylorange anerkannt. Die bis zum Entfirben 
dieses Indikators verbrauchte Brom, nge steht mit der zu bestim- 
menden Tryptophanmenge in solehem Verhialtnis, dass 4 Atome 
Brom auf 1 Molekiil Tryptophan reagieren. Die Bestimmung wird 
an der Chloroformlésung des gebildeten rétlichen Kérpers mittels 
Dubosgqschen, Kolorimeters ausgefiihrt. 5,1-0,51mg Tryptophan 
ist mit zufriedenstellender Genauigkeit bestimmbar und das dem 
Organbrei oder Pepton zugesetzte Tryptophan kann quantitativ 
wieder nachgewiesen werden. 

‘Unter Gebrauch dieser \Methode wurde die Tryptophanab- 
spaltung bei der Hiweissverdauung untersucht. Die peptische 
Verdauung des Kaseins liefert kein freies Tryptophan. Auch 
Pepton-Witte enthalt kein freies Tryptophan. Trypsin macht aus 
dem peptischen Kaseinhydrolysat eine reichliche Tryptophanmenge 
frei. Ks wurde mit Sicherheit festgestellt, dass zur praparativen 
Darstellung des Tryptophans aus Kasein die einfache tryptische 
Verdautung schon hinreichend ist. 
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_-2u Chiba. Direktor: Prof. Dr. S. Akamatsu.) 


(Eingegangen am 15. November 1940) 


Die Beeinflussbarkeit des Blutphosphatasegehalts durch die 
physiologischen und pathologischen Kérperzustinde wurde schon 
oft studiert. Kay (1930:) berichtete zuerst, dass die Blutphos- 
phatase bei Knochenerkrankungen stark zunimmt, und dieser 
Befund wurde nachher von vielen Autoren bestitigt. Man sieht 
daraus die Anwesenheit des innigen Zusammenhangs zwischen dem 
Blutphosphatasegehalt und dem Umsatz des Knochens, aber es 
zeigt nicht unbedingt, dass dieses Ferment auch im normalen 
Zustand ausschliesslich aus dem Knochen herstammt. Es ist tber- 
haupt schwer zu entscheiden, aus welchem Organ die Blutphos- 
phatase’ geliefert wird, wie man bei der Blutamylase und der 
Blutlipase erfahren hat. Armstrong und Banting(1935) haben 
bei einem eviszerierten Hunde keine Abnahme der Serumphos- 
phatase beobachtet und deshalb behauptet, dass dieses Ferment 
aus den Knochen und nicht aus den Eingeweiden herriihrt. 
Bodansky (1934) hat jedoch angegeben, dass der abgenommene 
Serumphosphatasegehalt des fastenden Hundes bei der Ver- 
abreichung von Dextrin oder Glukose steigt, womit er bewiesen 
haben will, dass dieses Ferment méglicherweise aus Leber, Diinn- 
darm oder Niere herstammt. Unter diesen Organen scheint die 
Leber die innigste Beziehung zur Blutphosphatase zu haben. Die 
Zunahme dieses Ferments bei Lebererkrankungen wurde zuerst von 
Roberts (1930) nachgewiesen und von Bodansky und Jaffe 
(1933-34), Bodansky (1987), Herbert (1935), Rothman, 
Meranze und Meranze (1936), Thannhauser u.a. (1987), 


35 


36 1 Ohno: 


Freeman und Chen (1938) und anderen durch klinische Unter- 
suchungen und Tierexperimente bestiitigt. Vor allem ist die 
Angabe von Armstrong und King (1934, 1935) interessant, dass 
bei dem Hunde die Unterbindung des Gallengangs eine starke 
’ Zunahme der Serumphosphatase bewirkt, wahrend beim latenten 
himolytischen Ikterus und beim Phenylhydrazinikterus der Phos- 
phatasegehalt keine Verainderung erfahrt. Auf diese Weise ist 
es nun moglich, den obstruktiven Ikterus durch Phosphatase- 
messung vom hamolytischen Ikterus zu unterscheiden. Aber man 
ist noch nicht imstande, enzymologisch den obstruktiven vom 
toxischen Ikterus einwandfrei zu unterscheiden. Greene u.a. 
(1934) erkannten eine Vermehrung des Serumphosphatasegehalts in 
beiden Fallen. Herbert (1935) hingegen vertritt die Meinung, 
dass sich beim toxischen Ikterus der Plasmaphosphatasewert nicht 
immer vermehrt. Roberts (1933), Rothman, Meranze und 
Meranze (1936) behaupten, dass wohl bei beiden Ikterusarten 
eine Zunahme der Plasmaphosphatase bemerkt werden kann, deren 
Grad aber bei den beiden Fallen deutlich von einander verschieden 
ist. aes . | 

Ich habe nun den Blutphosphatasewert des Kaninchens bei 
Gallengangunterbindung, Lebergiftverabreichung und Phenyl- 
hydrazineinspritzung untersucht. Als’ Lebergift wurden Phosphor 
und Kohlenstofftetrachlorid gebraucht. 

Ich habe dabei zur Blutphosphatasebestimmung die Methode 
von Fujita (1939) angewandt. Diese unterscheidet sich von 
anderen Methoden dadurch, dass man als Substrat nicht das 
Glycerophosphat oder Phenylphosphat, sondern p-Nitrophenolphos- 
phat benutzt und dass man nicht das abgespaltene anorganische 
Phosphat, sondern das freie p-Nitrophenol misst, weshalb kein 
Kontrollversuch notwendig ist. Wegen der leichten Ausfiihr- 


barkeit der kolorimetrischen Bestimmung einer kleinen Menge des | 


p-Nitrophenols ist 0.1 eem Blut schon hinreichend, um den Ferment- 
gehalt der Erythrocyten und des Plasmas gesondert zu bestimmen. 
Diese Methode ist auch zur Bestimmung des Phosphatasegehalts 
der Organe geeignet, weil ein frisshes Organ als wissrige Suspen- 
sion sogleich zum Experiment verwendbar ist. 
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Der Versuch ergab, dass sich der Plasmaphosphatasewert bei 
Gallengangunterbindung’ und Lebergiftverabreichung stark, aber 
bei Phenylhydrazininjektion gar nicht erhéht. In den beiden 
ersten Fallen merkt man ausserdem keine Verinderung des Phos- 
phatasegehalts der Erythrocyten, im letzten Fall hingegen tritt 
eine deutliche Herabsetzung des Erythrocytenmonoesterasewerts 
ein, die ohne Zweifel dem Blutzellenzerfall zuzuschreiben ist. 
Austritt des Erythrocyteninhalts verursacht aber keine Zunahme 
der Plasmaphosphatase, weil die Erythrocytenmonoesterase in 
alkalischer Reaktion wie bei Pu 9, wo der Plasmamonoesterasewert 
bestimmf wird, auf das p-Nitrophenolphosphat nicht mehr wirksam 
ist. 

Daraus ergibt sich, dass man durch das Verhalten der Blut- 
phosphatase den obstruktiven und toxischen Ikterus von dem 
hamolytischen unterscheiden kann, aber dass durch die einfache 
Blutphosphatasemessung die Differenzierune der beiden ersten 
voneinander fast unmoglich ist. 

Es wird allgemein behauptet, dass der Gallengangverschluss 
als seine friihe Reaktion die Disfunktion der Leberzelle hervorruft 
und den Ubergang der normalen Gallenbestandteile in die Blutbahn 
verursacht, wahrend der toxische Ikterus von vornherein eine 
Folgeerscheinung der organischen Schadigung des Leberparen- 
ehyms ist. Die Vermehrung der Plasmaphosphatase nach Gallen- 
gangunterbindung muss dadurch entstanden sein, dass die Aus- 
scheidung der Phosphatase in die Gallenkapillaren wegen der 
Sperrung des Abfiihrungswegs gestért wird und dann dieses 
Ferment wie der Gallenfarbstoff ins Blut iibergeht. In der aus 
der Leber normal ausfliessenden Galle ist die Phosphomonoesterase 
vorhanden, die wie die Plasmaphosphatase in alkalischer Neaktion 
‘wirksam ist. Andererseits soll die Plasmaphosphatasevermehrung. 
bei der Lebergiftverabreichung der Uberschwemmung des Ferments 
aus dem zerfallenen Lebergewebe zugeschrieben werden. Diese 
Annahme bedarf aber des experimentellen Beweises. Die dazu aus- 
gefiihrten Versuche werden nun beschrieben. 

Die Veriinderung des Phosphatasegehalts der Organe bei ver- 
schiedenen Ikterusformen ist sehr interessant. Die untersuchten 
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Organe waren Leber, Niere und Muskel. Bei der Vergiftung 
durch Phosphor und Kohlenstofftetrachlorid vermindert sich die 
Phosphatase der Leber in betrachtlichem Grade, die der Niere und 
des Muskels bleibt aber unverindert. Bei der Gallengangunter- 
bindung dagegen erfahrt der Phosphatasegehalt der Organe keine 
Verainderung. Die Abnahme der Leberphosphatase wird also in 
auffallender Weise im Fall der Lebergiftverabreichung beobachtet, 
weshalb sie mit der Zunahme der Plasmaphosphatase eihe ursach- 
liche Beziehung haben muss. Bei der Gallengangunterbindung, 


die eine einfache Ablenkung der Richtung der Phosphatase- und | 


Bilirubinsekretion nach der Blutbahn hervorruft, bleibt der Phos- 
phatasegehalt der Leber erwartungsgemiss unverandert. 

Wenn man aber dies alles eingehend bedenkt, so braucht die 
Zunahme des Plasmaphosphatasewerts bei Gallengangunterbindung 
nicht unbedingt eine Zunahme der Phosphatase selbst zu sein, 
sondern es kénnte wohl geniigen, wenn moglicherweise bloss der 
Phosphataseaktivator zur “mt. Hine solehe Annahme wurde von 
Thannhauser angegeben. Thannhauser u.a. (1937) hat zuerst 
geglaubt, dass die Ascorbinsiiure die Serumphosphatase aktiviert, 
was aber von ihnen selbst spater (1938) richtig gestellt wurde. 
In demselben Jahre hat Thannhauser u.a. dann behauptet, dass 
die starke Phosphatasewirkung der pathologischen Sera dureh 
Vermehrung des Aktivators verursacht wird. 

Abgesehen von der wirklichen Zunahme der Phosphatase, 
kann die Steigerung der Phosphataseaktivitat durch zwei Momente 
hervorgerufen werden. Erstens die Plasmaphosphatase ist im 
normalen Zustande hauptsachlich als Apo-Phosphatase vorhanden 
und die fiir ihr Verwandeln zum Holoferment notwendigen Co- 
Phosphatase ist von der geschidigten Leber geliefert worden. 
Zweitens die Phosphatase des normalen Blutes ist schon an sich in 
aktiver Form, aber ihre hydrolytische Wirkung wird durch 
irgendeine dritte Substanz beschleunigt, die die geschddigte Leber 
gerade dem Blut liefern wiirde. Diese zwei Moéglichkeiten kann 
ich aber durch folgende Experimente ausschliessen. Ich habe dem 
normalen Plasma eine Co-Phosphataselosting zugesetzt, aber keine 
Verstarkung der hydrolytischen Wirkung beobachtet. Uber die ‘ 


’ 


* 
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Herstellung und Eigenschaften der Co-Phosphatase wird bald aus 
dem hiesigen Institut berichtet werden. Das Plasma oder Serum 
des phosphorvergifteten Kaninchens wurde andererseits erhitzt und 
dem normalen Plasma zugesetzt, jedoch konnte keine Steigerung 
des Plasmaphosphatasewerts beobachtet werden. Ich habe weiter 
normales Plasma mit dem des Stauungsikterus gemischt. Die Phos- 
phataseaktivitat des gemischten Plasmas war eine einfache Summe 
der Aktivitat der einzelnen Plasmaarten. Diese Ergebnisse zeigen 
eindeutig, dass der hohe Plasmaphosphatasewert nach der Gallen- 
gangunterbindung tatsaichlich mit der wirklichen Zunahme des 
Ferments zu tun hat. ; 

Wenn unser Schluss, dass die Phosphatasezunahme bei der 
Gallengangunterbindung durch Disfunktion der Leberzelle, 
wahrend die des toxischen Ikterus durch Uberfliessen der Phos- 
‘ phatase aus den geschaddigten Leberzellen hervorgerufen wird, 
richtig ware, so muss daraus folgen, dass sich die anderen Bestand- 
teile der Galle oder des Leberzelleninhalts in gleicher Weise wie 
die Phosphatase verhalten wiirden. Als eine solche Substanz habe 
ich 6-Glukosidase gewahlt. Sie ist als ein Testferment besonders 
geeignet, weil sie in der Leber recht reichlich, dagegen weder in der 
Galle noch im Blut vorkommt. Die Untersuchung auf die #- 
Glukosidase wurde mit p-Nitrophenol-§-Glukosid als Substrat aus- 
gefiihrt. Uber den kolorimetrischen Nachweis der $-Glukosidase 
hat schon Aizawa (1939) aus dem hiesigen Institut berichtet. 

Die Untersuchung auf die $-Glukosidase ergab, dass bei 
Kohlenstofftetrachloridvergiftung oder Phosphorvergiftung eine 
starke ~B-Glukosidase im Blut auftritt, aber keineswegs bei der 
Gallengangunterbindung. Ich habe dann wie bei der Phos- 
phataseuntersuchung die Verinderung des $-Glukosidasegehalts 
der Organe gemessen. Das Ergebnis war, dass die Leber-p-Gluko- 
sidase bei der Kohlenstofftetrachloridvergiftung und besonders in 
starkem Grad bei der Phosphorvergiftung abnimmt, aber bei der 
Gallengangunterbindung keine Verminderung erfahrt. Dasselbe 
Ferment der Niere bleibt bei allen Fallen unverdndert. Diese #-, 
Glukosidaseuntersuchung bestitigte unsere Annahme, dass bei 
toxischem Ikterus der Zerfall des Lebergewebes den Ubergang der 
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Zellfermente, sowohl Phosphatase wie f-Glukosidase, ins Blut 
‘bewirkt, wihrend sich bei obstruktivem Ikterus wegen seiner Ent- 
stehungsweise nur die normal in die Galle auszuscheidende Phos- 
phatase im Blut vermehrt, aber keine f-Glukosidase sich darin 
vorfinden lasst, weil sie in normaler Galle nicht vorhanden ist. Man 
kann daher zuerst durch die Bestimmung der Plasmaphosphatase 
den himolytischen Ikterus von dem obstruktiven und toxischen 
Ikterus, und dann durch die Bestimmung der f-Glukosidase die 
beiden letzteren von einander unterscheiden. 

Ich habe weiterhin untersucht, ob bei Nierenschadigung 
durch Uranylnitrat, Kaliumbichromat oder Sublimateinspritzung 
irgendeine Veranderung des Blutphosphatasegehalts eintritt. Es 
war nicht der Fall. Ich konnte aber nachweisen, dass nach dieser 
Gifteinspritzung nur in der Niere eine Verminderung der Phos- 
phatase eintrat, wihrend der Phosphatasegehalt der Leber ‘und 
des Muskels sich nicht verinderte. Wenn die Phosphatase der 
Niere sich vermindert und trotzdem ein Ubergang dieses Ferments 
ins Blut nicht nachweisbar ist, so muss aber der Phosphatasegehalt 


des Harns zugenommen haben. Das Experiment ergab, dass es ” 


tatsiichlich der Fall ist. Kaninchenharn enthalt gewohnlich nur 
eine alkalische Phosphatase, deren Menge nach Einspritzung der 
Nierengifte sich auf-das 3 bis 7 fache vermehrt. 

Bei dieser Gelegenheit beschreibe ich eine besondere Bestim- 
mungsmethode der Harnphosphatase. Die Existenz der sauren 
Phosphatase im Menschenharn wurde zuerst von Demuth (1925) 
festgestellt und spater von Waldschmidt-Leitz und Nonnen- 
bruch(1935), Dmochowski und Assenhajm(1935) und weiter 
von Kutscher (1935) bestatigt. Aber andererseits ist es schon 
bekannt, dass die alkalische Phosphatase auch im Katzenharn vor- 
handen ist. Die Phosphatase des Kaninechenharns ist auch in 
alkalischer Reaktion wirksam. Bis jetzt hat man es bei der 
Messung der Harnphosphatase so gemacht,-dass man den aus dem 
zugesetzten Glycerophosphat oder Phenylphosphat abgespalteten 
_anorganischen Phosphor bestimmt und von dem bemessenen Wert 
den Kontrollwert abzieht. 


_, Die Messung der Harnphosphatase wird durch die Anwendung 
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der p-Nitrophenolmethode sehr erleichtert, Harnfarbstoffe, die die 
Kolorimetrie des p-Nitrophenols stéren, werden mittels Bleiacetat 
beseitigt. Diese Methode ist unter Gebrauch des Acetatpuffers 
auch an Menschenharn, der die saure Phosphatase enthalt, aus- 
fiihrbar. Hier beschreibe ich nur die Bestimmung der alkalischen 
Harnphosphatase. | 


Reagenzien: 


1. M/1000 Natrium p-Nitrophenolphosphat. 


2. M/10 Glykokoll-Natronpuffer von Px 9. 

3. 2% Bleiacetat. 

4. Gesattigte Natriumearbonatlésung. 
Methodik: 


Man entnimmt mittels Katheters den Blasenharn des Kanin- 
chens, zentrifugiert, 1,0 cem iiberstehende Losung wird mit 4,0 eem 
M/10 Glykokoll-Natronpuffer (PH 9) und 5,0 eem M/1000 Natrium 
p-Nitrophenolphosphat gemischt. Die Endkonzentration des Sub- 
strates ist M/2000. Man stellt das Gemisch fiir zwei Stunden in 
ein Wasserbad von 37°C, gibt dann gleiches Volumen 2% Bleiacetat 
hinzu und filtriert. 5,0cem schwach sauer reagierendes Filtrat 
werden in einen 10 cem grossen Messzylinder genommen, mit 4,0 
eem gesattigter Natriumearbonatlésung versetzt und mit Wasser 
auf 10,0 cem aufgefiillt. Die vom Bleicarbonat abfiltrierte Losung 
dient sogleich zur Kolorimetrie. Die Vergleichslosung ist eine 
alkalische p-Nitrophenollésung von bekannter Konzentration. Das 
p-Nitrophenol wird weder durch Bleiacetat gefallt noch in alkali- 
scher Reaktion von dem Bleicarbonat adsorbiert. 

Diese Untersuchungen wurden unter Leitung von Prof. 
Akamatsu mit der finanziellen Unterstiitzung ausgeftihrt, die dem 
Herrn Professor von dem Unterrichtsministerium zur Forderung 
der wissenschaftlichen Forschungen zur Verfiigung gestellt wurde. 


EXPERIMENTELLER TEIL. 
1. Bestimmung der Blutphosphatase. 


Zur Bestimmung der Blutphosphatase wurde die Methode von 
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Fujita (1939) verwendet. Bei der Plasmaphosphatase war die 
Versuchsdauer 2-4 Stunden. In den nachstehenden Tabellen sind 
das fiir 1 Stunde berechnete hydrolytische Prozent und der daraus 


ermittelte Phosphatasewert angegeben. 


2 Bestimmung der Organ- und Gallenphosphatase. 


Man zerreibt ein nach Carotisschnitt entnommenes Organ und 
macht eine Suspension in 50 fachem Volumen physiologischer Koch- 
salzlésung. Die Lebergalle wird durch die in den Ductus ein- 
gesteckte Glaskaniile gesammelt und unverditinnt 71m Versuch 


« 


gebraucht. - 
Die Zusammensetzung der Versuchslésung war folgende: \ 
~ M/1000 Natrium p-Nitrophenolphosphat 5,0 eem 
Organsuspension oder Galle Loc, 
Pufferlosung £O a 


Als Pufferlésung wurde M/2 Essigsdure-Acetat und M/10 
Glykokoll-Natron verwendet. Die Endkonzentration des Substrates 
war M/2000. 


3. Bestimmung der B-Glukosidase, 


Als Substrat diente p-Nitrophenol-$-Glukosid von Aizawa 
C1939). : 
Die Zusammensetzung der Versuchslésung war. folgende: 


M/1000 p-Nitrophenol-f-Glukosid 5,0 eem 
Serum, Galle oder Organsuspension Les 
Pufferlésung Se5054. Oar, 
Toluol einige Tropfen 


Serum oder Galle wurde unverdiinnt, Organsuspension dagegen 
in 20 fachem Volumen Wasser gebraucht. Als Pufferlésung diente 
M/2 Essigsiure-Acetat und M/10 Phosphat. Weiter vergleiche die 
Mitteilung von Aizawa (1939) und anderen. 


Ergebnisse. 


I. EXpERIMENTE BEIM TOXISCHEN, STAUUNGS- UND 
HAMOLYTISCHEN IKTERUS. : 
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A. Blutphosphatase. 


1. Kohlenstofftetrachloridvergiftung (Tabelle Tey 
0,4cem CCl, pro kg Koérpergewicht wurde mit. der gleichenu 
Menge Olivenél gemischt und durch Gummibougie in den 
Magen eingefiihrt. 


TABELLE [. 
Ned 
3 seis - Plasma Erythrocyten 
gewicht 
(kg) N Monoesterase- % Monoesterase- 
wert wert 
vor dem Versuch 2,30 HG) 0,87 26,6 24,0 
nach 1 Tage 2,23 8,8 2,98 27,2 24,8 
» 2 Tagen 2,20 7,9 2,68 27,0 24,8 
Te 3s fe 2,18 53) 2353 27,9 25,6 
2), de 99 QS. 7,2 2,45 27,0 25,2 
» 5 » 2,10 Thess 2,48 26,8 24,4 
TABELLE IT. 
Nr. 2 
eae Plasma Erythroeyten 
(kg) of Monoesterase- % Monoesterase- 
¢ wert wert 
-~ = 9 
vor dem Versuch 2,55 2,5 0,83 34,5 ney 
nach 1 Tage 2,00 6,3 2,12 33,3 A 
» 2 Tagen 2,40 5,8 1,97 35,0 33,6 
» 3» 2,45 6,7 227 34,0 30,8 
5 Vela 2,50 6,6 2,23 30,8 28,8 
ISD | 3. 2,03 7,5 2,03 32,8 31,2 
TABELLE III. 
Naa 
eae Plasma Erythrocyten 
wie 
(kg) Monoesterase- % Monoesterase- 
To wert wert 
= 5 28,4 
vor demzn Versuch 2,10 2,3 eal aa A 
nach 1 Tage 2,10 9,6 3,28 ae - 
; . 5 3,31 31,0 29,2 
» 2 Tagen 1,85 9,7 31 
» 3 o» gestorben 


a 


4A 


' 


Ke Okino : 


oe Pibephoriee eee (Tabelle IV, V u. VI). 
0,04¢ Nekoirazu pro kg Korpetgewicht, ein handelsiibliches 
Phosphorpriparat zur Totung von Ratten,-wurde per os ver- 


abreicht. 


TABELLE IV. 


92 > 98) 


gestorben 


< Naat 
Korper- 
eonicht Plasma Erythrocyten 
(kg) o Monoesterase- o% Monoesterase- 
2 wert - wert 
\ 
vor dem Versuch 2,25 2,2 0,72 35,4 34,0 
nach 1 Tage ENG) PA, 0,83 36,0 34,8 
» 2 Tagen 2,10 set 4,58 35,0 33,6 
27 Bi 9 gestorben . 
TABELLE V. 
Nr. 2 
ie Plasma _ Erythroeyten 
k 
(ke) % Monoesterase- I ‘| Monoesterase- 
aS wert xf wert 
vor dem Versuch 1,04 2,6 0,87 30,0 28,0 ~ 
nach 1 Tage 1,90 4,6 1,52 31,5 29.6 
» 2 Tagen 1,83 15,4 5,45 306 28,4 
x 3 » gestorben ; 
TABELLE VI. 
Nr. 3} q 
Ko - 
ewtete Plasma Erythrocyten 
(kg) 
- % Monoesterase- 7 Monoesterase- 
wert pce wert 
vor dem Versuch 2.23 2,1 0,68 29,0 26,8 
nach 1 Tage 2,20 4,2 1,40 | 28,4 26,0 | 
» 2 Tagen 2,15 16,9 6,03 .30,5 28,4 


\ 
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3. Gallengangunterbindung (Tabelle VIL u. VIII). 


. 


TABELLP VII. 
inh a! 
Korper- . 
gewicht Plasma _ Erythrocyten 
(kg) 
% Monoesterase- % Monoesterase- 
wert ‘ wert 
vor dem Versuch 2,05 Cal 1,02 5,2 
nach 1 Tage 1,93 22,5 8/30 346 33° 
» 2Tagen | _ 1,80 23,0 8,53 32,4 30,8 
ae 1,72 15,9 5,63 33,6 32.0 
2 4» gestorben y 
TABELLE VIII. 
Nr. 2 
i Ko _ = 
eae Plasma Erythrocyten 
\ (kg) 
% Monoesterase- % Monoesterase- 
wert wert 
vor dem Versuch 2,45 2,8 0,93 28.5 26,8 
nach 1 Tage 2,30 16,9 6,03 30,2 28,0 
» 2 Tagen 2.25 17,8 6,40 29,6 27,2 
790) 3? 2510 9,4 BY) 30,0 28,0 
a a 2,03 15,0 5,28 31,5 29,6 
3 2? gestorben 


4. Phenylhydrazinvergiftung (Tabelle IX, X u. XI). 
5%ige wissrige Liésung des Phenylhydrazinhydrochlorids wird 
mit konzentrierter Natronlauge neutralisiert. 0,05 g@ Chlorid 
pro kg Korpergewicht wird subkutan eingespritzt. 


TABELLE IX. 


Nr. 1 

el ees Plasma Erythrocyten 

gewicht nee 

(kg) Monoesterase- % Monoesterase- 

a wert . wert 
vor dem Versuch 3,05 1,5 0,48 28.5 26,4 
nach 1 Tage - 3,00 2,6 0,87 - 1,0 6,0 
» 2 Tagen * 2,96 2,5 0,83 8,3 6,8 
2) 30)? 2,96 1,6 0,62 m2 | 10,0 
» 4 om» “2.90 1,9 0,62 13,4 11,2 
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TABELLE X. 


Nx 2 
Korper- Plasma Erythrocyten 
gewicht 
(kg) * B 
% Monoesterase- Yp Monoesterase- 
wert ; wert 
vor dem Versuch 2,34 2,7 0,90 30,5 28,4 
nach 1 Tage 2,33 3,0 1,00 10,2 8,4 
» 2 Tagen 2,39 2,9 0,97 16,4 14,0 
eB ES 2,30 2,6 0,87 18,2 15,6, 
ct ay. Se) 227 2,8 0,93 18,6 16,0 
TABELLE XI. 
; Nr. 3 
Korper- Plasma Erythrocyten 
gewicht ; y y 
(kg) 
% Monoesterase- % Monoesterase- 
wert wert 
vor dem Versuch 2,67 2,4 0,80 35,5 34,4 
nach 1 Tage 2,62 3,9 1,30 PAGS 9,6 
» 2 Tagen 2,62 3,4 1,42 16,0 13,6 
BY hh 257 2.3 0,77 17,4 15,6 
» 4 oo» gestorben 
B. Organphosphatase. 
1. Normal (Tabelle XII). ; 
TABELLE XII. 
Nig ah Nr. 2 


37°; nach 1 Stde. 


37°; nach 1 Stde. 


PH 
Organ 


5,6 9,0 4,2 
Leber 36,5% 56,0% 46,1% 34,2% 
Niere 35,2% 46,1% 87,2% 33,3% 
Muskel 11,5% 0 0 


| 


5,6 9,0 
53,3% 51,0% 
42.8% 85,7% 


“120% 0 
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2. Kohlenstofftetrachloridvergiftung (Tabelle XIII). 


De 


“a 


Korpergewieht wurden die Tiere getotet. 


TABELLE XIII. 
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_Tage nach der Verabreichung von 0,4ccm CCly pro ke 


Niels 


Nr. 2 


$hes nach 1) Stde: 


Sie 


3; nach 1 Stde. 


PH 
Organ 


4,2 5,6 9,0 4,2 5,6 9,0 
Leber 23,5% 35,2% 27,2% 24,0% 33,1% 36,3% 
Niere 33,5% 40,2% 87,5% + 30,6% 43,67 86,0% 
Muskel 0 9,2% | 0 0 10,5% 0 


3. Phosphorvergiftung (Tabelle XIV). 


2 Tage nach der Verabreichung von 0,04g¢ Nekoirazu pro kg 
Korpergewicht wurden die Tiere getotet. 


TABELLE XIV. 


Nr. 1 Nr. 2 
37°; nach 1 Stde. 37°; nach 1 Stde. 
Be 4,2 5,6 9,0 4,2 5,6 9,0 
Organ 
Leber 20,6% 28,1% 25,0% 22,0% 30,5% 26,5% 
Niere 34,8% 40,0% 83,5% 30,5% 36,8% 89,6% 
Muskel 0 10,2% 0 0 12,0% 0 


4. Gallengangunterbindung (Tabelle XV). 


Einen Tag nach der Gallengangunterbindung wurden die Tiere 


getotet. 
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TABELLE XV. 


Nr. 1 Nr. 2 
37°; nach 1 Stde. 37°; nach 1 Stde. 
Foca 4,2 | 5,6 9,0 4,2 5,6 9,0 
Organ 2 % 
Leber 35,29 40,2% 52,1% 30,290 35,9% 44.4% 
Niere 36,6 7% 45,1% 84,5% 38,7% 49.1% 82,1% 
Muskel 0 8,1% 0 0 10,0% 0 


C. Gallenphosphatase des normalen Kaninchens. 


TABELLE XVI. 
Need JNre2 
37°; nach 1 Stde. 37°; nach 1 Stde. 
PH SORE pe 5,6 9,0 4,2 5,6 9,0 
Jo 0 0 28,5 0 0 33,3 
Monoesterasewert | 0 0 0,67 0 0 0,79 


D. B-Glukosidase des Kaninchenserums. 
1. Kohlenstofftetrachloridvergiftung (Tabelle XVII)... 
TABELLE XVII. 


Nr. 1 . Nr. 2 


Pa 7; 37°, nach 3 Stdn. | Pa 7; 37°, nach 3 Stdn. 


vor dem Versuch ‘ 0 0 


nach 1 Tage 84,2% | 88,8% 


ee Phosphorvergiftung (Tabelle XVIII). _ 


TaBELLE XVIII. 


| Nr. 1 Nr. 2 


| Px 7; 37°, nach 3 Stdn. | PH 7; 37°, nach 3 Stdn. 


vor dem Versuch : 0 Sas 0 
nach 2 Tagen 851% ' 88,8% 
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3. Gallengangunterbindung (Tabelle XIX), 


QUARRIED By osolox. 


Nia ; Nr. 2 


PH 7; 37°, nach 3 Stdn. | Pu 7; 37°, nach 3 Stdn. 


vor dem Versuch 0. 0 
nach 1 Tage Spur Spur 


E.. B-Glukosidase des Kaninchenorgans. 
1. Normal (Tabelle XX). 


TABELLE XX. 


INpe UU Nr. 2 


= 


37°; nach 1 Stde. 37°; nach 1 Stde. 


PH ; 
5,0 6,0 7,0 8,0 5,0 GOR ee, 8,0 
Organ z 


Leber 82,5% | 91,1% | 96,4% | 79,3% | 86,3% | 92,5% | 94,1% | 80,0% 
_ Niere 61,5% | 69.4% | 73,5% | 57,1% | 56,5% | 66,3% | 70.5% | 53,2% 
Muskel Onn 0 0 0 0 0 0 0 


2. Kohlenstofftetrachloridvergiftung (Tabelle XXI). 


Einen Tag nach der Verabreichung von 0,4 cem CCl, pro kg 
Kérpergewicht wurden die Tiere getotet. 


TABELLE X XI. 


Nr. 1 Nr. 2 


PH 7; 87°, nach 1-Stde. | Po 7; 37°, nach 1 Stde. 


Leber — -70,5% 72,6% 
Niere 72,57 68,4% 
Muskel 0 0 


3. Phosphorvergiftung (Tabelle XXII). 
2 Tage nach der Verabreichung von 0,04 g Nekoirazu pro kg 
Kérpergewicht wurden die Tiere getotet. 
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, } | 
TABELLE XXII. 


Nore et Nr. 2 } 


Pe 7; 37°, nach 1 Stde. | PH 7; 37°, nach 1 Stde- 


Leber 35,2% 33,3% 
Niere 80,0% 66,4% 
Muskel 0 ; 0 


4. Gallengangunterbindung (Tabelle XXIII). 


Einen Tag nach der Gallengangunterbindung wurden die Tiere 


getotet. E 
4 / 
TABELLE XXIII. 
Nr. 1 Nr. 2 
Pu 72.37, .nachet Stites Pem ©: 37°, nach 1 Stde. 
Leber | 89,2% 90,2% 
Niere 68,2% 71,6% 
Muskel 0 : 0 


F.. B-Glukosidase der normalen Kaninchengalle (Tabelle XXIV). 


TABELLE XXIV. | “ 
7 Nr=k Nr. 2 
* 37°; nach 24 Stdn. 37°; nach 24 Stdn. 
Pu 5,0 6,0 7,0 8,0 { 5,0 6,0 7,0 8,0 
Jo 0 0 0 0 0 0 0 0 
G. Der Einfluss von 1) Plasma des obstruktiven Ikterus, 


2) Co-Phosphatase und 3) erhitztem phosphorver- 
‘ giftetem Kaninchenplasma bzw. -Serwn auf 
die normale Plasmaphosphatase. 


1. Plasma des obstruktiven Ikterus (Tabelle XXV). 


Man lasst 0,1 cem Blut der Kaninchen, deren Gallengang 1 Tag 
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vorher unterbunden wurde, und dieselbe Menge normalen Kanin- 
chenblutes in je 5,0 ccm neutrale verdiinnte Citratlésung (10% 
Handelscitratlésung fiir die Bluttransfusion wird mit physio- 
logischer Kochsalzlosung 10 fach verdiinnt) einfliessen. 


Versucha Versuchb Versuch ¢ 


M/400 Natrium p-Nitrophenolphosphat 1,0 cem 1,0 cem 1,0 eem 
Verdunntes normales Kaninchenplasma TSS OF Ss ED: G5 
Verdiinntes Plasma des obstruktiven 

Ikterus Overs IM ae Us 5% 
Verdiinnte Citratlésung See 1s) (ae 


Pufferlosung TAY a TEN 1,0 


Pufferlosung ist das Gemisch aus gleichen Volumina von M/10 
Glykokoll-Natron (Pu 9,0) und M/20 MgCle. 


TABELLE XXV. 


INfige af Niraaee 
a b e a b e 
Jo 13 (PZ Tso) II dio 5,6 
Monoesterasewert 0,83 4,90 5,06 0,70 3,07 3,73 


2. Co-Phosphatase (Tabelle XXVI). 


Versuch a Versuch b 


M/400 Natrium p-Nitrophenolphosphat 1,0 eem 1,0 cem 
Normales verdiinntes Kaninchenplasma V5. 55 a Rao 
.Co-Phosphatase eer ees 
Wasser is) OR 
Pufferlésung BAD gs HOt 


TABELLE XXVI. 


Nr. 1 Nie 


% 141 1,2 1,8 21 
Monoesterasewert 0,70 0,77 1.13 1,37 
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3. Erhitztes phosphorvergiftetes Kaninchenplasma bew. -Serum 


(Tabelle X XVII). ; 
Versucha Versuchb Versuch ¢ 
- M/400 Natrium p-Nitrophenolphosphat 1,0 cem 1,0 ecm 1,0 ecm 
Verdiinntes normales Plasma £07 100s. LOPS; 
Verdiinntes erhitztes phosphorvergiftetes E 
Plasma Oe. 230) 55 On psd 
Verdiinntes erhitztes phosphorvergiftetes 
Serum ; C.5 Fs Oe ssa 2.0. 5; 
Wasser 2:0; OrAss; On. 
Pufferlosung 10=,; Oe, Ole 


Das verdiinnte Plasma des normalen Kaninchens wird in 
diesem Falle so gewonnen, dass man 0,3cem Blut des normalen 
Kaninchens in 4,7 cem Citratlésung einfliessen lasst und zentri- 
fugiert. 1,0cem iiberstehende Lésung entspricht 3/50cem Blut 
oder 3,0 cem verdiinntem Plasma bei dem Fujitaschen Verfahren. 
Man lasst andererseits 0,1 eem Blut des phosphorvergifteten Kan- 
inchens in 5,0 cem Citratlésung einfliessen und zentrifugiert. Man 
erhitzt die tiberstehende Lésung 3 Minuten lang auf 100°C und 
filtriert. 

Erhitztes verdiinntes Serum wird in folgender Weise bereitet. 
Man verdiinnt das phosphorvergiftete Kaninchenserum auf das 5 
- fache mit physiologischer Kochsalzlésung, macht es mit Salzsiure 
zu Pu 5, filtriert nach 3 Minuten langer Erhitzung auf 100°C 
und macht das Filtrat mit Natronlauge zu Px 9. 


TABELLE XXVII. 


Nr, 2 ING 
a b e a b e 
Jo 255 2.4 Peg ye) 2,2 2,3 
Monoesterasewert 0,83 0,80 0,77 0,72 0,72 0,77 


II. ExprerimentTe BEI EXPERIMENTELLEN 
NIERENSCHADIGUNGEN. 


A. Blutphosphatase. 
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1. Urannephritis (Tabelle XXVIII u. XXIX). 
Subkutane Injektion von 1%iger Uranylnitratlésung (0,01 ¢ 
Nitrat pro kg Koérpergewicht). 

TABELLE XXVIII. 


Nr. 1 
ay Plasma Erythrocyten 
(kg) ar eat Medea 
, % Monoesterase- % Monoesterase- 
wert wert 
vor dem versuch 2,00 2,4 0,80 32,8 31,2 
nach 1 Tage | 1,95 2,3 0,77 30.6 28,4 
» 2 Tagen 1,96 2,5 0,83 Sie) 29,2 
er Ot 1,83 2,4 0,80 32,5 | 30,8 
TABELLE X XIX. 
Nr. 2 
Korper- Plasma Erythrocyten 
gewicht 
(kg) of Monoesterase- o Monoesterase- 
e wert % * Wert 
vor dem versuch 2,46 2,7 0,90 28,5 26,8 
nach 1 Tage 2,47 2,8 0,93 30,6 28,4 
» 2 Tagen 2,56 BEY 0,83 32,6 30,8 
BY oe 2,50 2.4 ° 0,80 31,5 29,6 


2. Kaliumbichromatnephritis (Tabelle XXX u. XXXI). 
Subkutane Injektion von 1,5%iger Kaliumbichromatlosung 
(0,015 g Bichromat pro kg Korpergewicht). 

| TABELLE XXX, 


IN Z 

Plasma Erythrocyten 

Monoesterase- Monoesterase- 
% were To wert 
vor dem versuch 2,68 3,0 1,00 35,3 ee 
nach 1 Tage 2,65 2,9 0,97 Sano 31,6 
~ » 2 Tagen 2,67 2,6 0,87 34,7 _ 33,2 
ese age 2,80 2,8 0,93 32.6 30,8 
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TABELLE XXXI. 


Nr. 2 

Korper- ’ } cyte 

cowie Plasma Erythrocyten 
whe) ot Monoesterase- % Monoesterase- 

4 wert o wert 
vor dem versuch 1,80 Zyl 0,90 30,0 28,0 
nach 1 Tage Lege 3,0 1,00 29,2 26,8 
» 2 Tagen Lis 3,0 1,00 28,5 26,4 
S35 che? D3 -3,3 1,08 26,6 24,0 


3. Sublimatnephritis (Tabelle XXXII u. XXXII). 
Subkutane Injektion von 1,5%iger Sublimatlésung (0,015¢ 
Sublimat pro kg Korpergewicht). 

TABELLE’ XXXII. 


Nr. 1 
Korper- Plasma ~ Erythrocyten 
gewicht he y 
(kg) 
A o Monoesterase- o Monoesterase- 
C wert 4 wert 
vor dem versuch 2,00 2,5 0,83 34,6 33,2 
nach 1 Tage 1,95 2,0 0,65 32,1 30,3- 
» ~2 Tagen 1,83 2,0 0,77 34,6 33,2 
EBS AE 170 3,0 1.00 33,0 31,3 
TABELLE XXXIIT. 
° ‘ Nieape , 
epee 
wees Plasma Erythrocyten 
(kg) ; 
% Monoesterase- o Monoesterase- 
wert g wert 
vor dem versuch ; 2,50 2.2 0,72 Soto 
nach 1 Tage 2,48 1,9 0,62 30,7 
» 2 Tagen 2,48 21. 0,68 34,0 
» 3» \ 2.36 2,0 0,65 32,6 


B. Organphosphatase. 
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—, 


1. Urannephritis (Tabelle XXXIV). 
3 Tage nach Injektion von 0,01 g Uranylnitrat pro ke Korper- 
gewicht wurden die Tiere getitet. 


TABELLE XXXIV, 


Nir Nr. 2 
37; nach 1 Stde. 37°; nach 1 Stde. 
: PH = = 
eocek of an as 4,2 5,6 9,0 
Leber 323% 41,5% 402% 34,6% 43,2% 44.6% 
Niere 34,2% 30,0% 24,0% 35,3% 30,2% 23,5% 
Muskel 0 8,5% 0 0 9,8% 
2. Kaliumbichromatnephritis (Tabelle XXXV). 
3 Tage nach Injektion von 0,015¢ Kaliumbichromat pro kg 
Korpergewicht wurden die Tiere getotet. 
TABELLE XXXY. 
Nrok 7 Nr. 2 
37°; nach 1 Stde. 37°; nach 1 Stde. 
oe 4,2 5,6 9,0 42 5,6 9,0 
Organ 
Leber. 34,5% 52,0% 48,8% 32,6% 481% 45,6% 
Niere 35,0% 32,4% 48,0% 31,5% 41,8% 53,0% 
Muskel 0 12,3% 0 0 11,5% 0 
3. Sublimatnephritis (Tabelle XXXVI). 
3 Tage nach Injektion von 0,015 ¢ Sublimat pro kg Bore 
gewicht wurden die Tiere getotet 
“TABELLE XXXYI. 
ON coe Nr. 2 
37°; nach 1 Stde. 37°; nach 1 Stde. 
"_PH] 42 | 56 9,0 4,2 5,6 9,0 
Organ > 
Leber — 32,4% 46,5% 43,2% 35,4% 48,2% 46,3% 
Niere 37,5% 28.7% 37,57 34,6% —47,9% 43,5% 
Muskel 0 10,6% 0 0 9,8% 0 
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C. Harnphosphatase. a 


Der Harn wurde durch Katheterisation gewonnen. Bei 
wenigen Fallen war in dem unter dem Kafig gestellten Becher 
spontan entleerter Harn gewesen. Dieser wurde mit dem Blasen- 
harn gemischt und damit die Phosphatasebestimmung ausgefihrt. 
Die Harnmenge in nachstehenden Tabellen bedeutet die des 
waihrend 24 Stunden gesammelten Harns. 


1. Urannephritis (Tabelle XX XVII). 


TABELLE XXXVII. 


Niet Nx 2 
37°; Pu 9, nach 2 Stdn. 37°; Pu 9, nach 2 Stdn. 
% Harnmenge . Jo Harnmenge 
vor dem Versuch 8,0 90 ecm ake 80 cem 
nach 1 Tage 25,0 100 » 6 BES 80 » 
» 2 Tagen 36,0 90 » 38,5 120 » 
Tre By ate 60.0 ; | 30 » 53,6 30 » 


t 


2. Kaliumbichromatnephritis (Tabelle XX XVIII). = 


TABELLE XXXVIII. 


Nica Nr 2: 
37°; Pu 9, nach 2 Stdn. 37°; Pu 9, nach 2 Stdn. 
%o Harnmenge % Harnmenge 
vor dem Versuch 5,8 80 ecm 7,8 100 ecm 
nachl Tage |. 15,0 70 » 13,2 90 » 
» 2 Tagen 18,4 130 » 17,4 120» 
» 3  o» : 21,5 60 » 20,5 80 » 
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3. Sublimatnephritis (Tabelle XXXIX). 
| TABELLE XXXIX. 
Nia Nr. 2 
37°; Pu 9, nach 2 Stdn. 37°; PH 9, nach 2 Stdn. 
% Harnmenge % Harnmenge 
vor dem Versuch 7,6 60 ecm 8,1 30 ecm 
nach 1 Tage 12,8 TOOW x 13,0 60 » 
- » 2 Tagen 15,8 80 » 15,3 50 » 
» 30 19,0 , 80 » 18,5 70» 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Der Plasmaphosphatasegehalt des Kaninchens nimmt beim 
obstruktiven und toxischen Ikterus zu, bleibt jedoch beim hiamoly- . 
tischen Ikterus unverdndert. Die Serum-j-Glukosidase zeigt eine 
bemerkenswerte Vermehrung beim toxischen Ikterus, bleibt aber 
beim obstruktiven Ikterus unveraindert. Daraus ergibt sich, dass 
man einerseits durch die Bestimmung der Plasmaphosphatase den 
hamolytischen Ikterus von dem obstruktiven und toxischen Ikterus 
und andererseits durch die Bestimmung der $-Glukosidase die 
beiden letzteren von einander unterscheiden kann. 

2. Beim toxischen I[kterus vermindert sich sowohl der Phos- 
phatase- als auch 6-Glukosidasegehalt der Leber, dagegen bleiben 
beide beim obstruktiven Ikterus unverandert. Das bedeutet, dass 
beim toxischen Ikterus die Fermente der Leberzellen durch die 
Schidigung des Gewebes ins Blut iibergehen und dass sich damit 
sowohl der Phosphatase- wie auch /-Glukosidasegehalt des Blutes 
vermehrt. Der obstruktive Ikterus tritt auf, wenn die Gallenbe- 
standteile durch die Disfunktion der Leber ins Blut abgesondert 
werden. Infolgedessen vermehrt sich der Blutphosphatasegehalt ; 
die B-Glukosidase erscheint im Blut jedoch nicht, weil dieses 
Ferment in der Galle nicht vorhandeu ist. 

3. Bei der Nierenschidigung durch Nierengifte nimmt die 
' Harnphosphatase zu und der Phosphatasegehalt der Niere wird 
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herabgesetzt. Der Phosphatasegehalt sowohl des Blutes als auch 
der Leber und Muskeln veriandert sich nicht. 
4. Es wurde eine einfache Methode der Harnphosphatase- 


bestimmung ausgearbeitet. 
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UBER DIE PROTEOLYTISCHEN ENZYME DES 
DARMSAFTES. 


I. Mitteilung: Uber die ereptische Wirkung des 
Darmsaftes. 


Von 


MASATAKA MATSUO. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen Fakultéat 
der Kaiserlichen Tohoku-Universitat, Sendai. 
Direktor: Prof. Dr. S. Utzino.) 


(Hingegangen am 22. November 1940) 


Tn den eingehenden Untersuchungen iiber die tryptische und 
ereptische Wirkung der Ausziige aus der Pankreasdriise und der 
Diinndarmschleimhaut haben Waldschmidt-Leitz und Mitar- 
beiter (1925 u. 1926) einmal keine Peptonspaltung (Pepton ex 
albumine, Merck) durch die von Trypsin durch Adsorption befreite 
Pankreas- und Darmerepsinlésung beobachtet, wohl wurde aber 
darauf die Spaltung von Caseino-Pepton durch die trypsinfreie 
. Erepsinldsunge von Waldschmidt-Leitz und Simons (1926) 
festgestellt, wie Cohnheim (1901) schon seiner Zeit beobachtet 
hatte. Im Darmsaft des Hundes haben Waldschmidt-Leitz 
und Waldschmidt-Graser (1927) nur die Spaltung von Teleo- 
Pepton aus Fleisch und von Dipeptiden als Erepsinspezifitit 
bestatigt, aber weder Kinase- noch Trypsinwirkung (keine Gelatine- 
Spaltung?). 

Bedient man sich bei der Enzymreinigung im voraus der 
chemischen oder physikochemischen Eingriffe wie Adsorptions- und 
Elutionsverfahren, so muss man wohl stets ein mégliches Wegfallen 
irgendeiner Aktivitit bei der Behandlung in Riicksicht ziehen. 

Vom Standpunkt der Verdatungsphysiologie muss also die 
ereptische Wirkung des sezernierten Darmsaftes noch eingehender 
untersucht werden. Die Frage, ob die stets in Betracht gezogenen 
Wirkungen der Diinndarmschleimhautmazeration sich auch noch 
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im sezernierteu Darmsaft vorfinden, bleibt noch ungelist, ebenso 
wie die Wirkungen der Pankreasmazeration hinsichtlich ihrer Uber- 
tragung auf den Pankreassaft noch einer Einschrankung bediirfen, 
weil im Pankreassaft Peptidasenwirkungen wie Dipeptidase- sowie 
Acylasewirkung im engeren Sinne gewéhnlich vermisst wurden 
(Itzioka, 1936). Da tiber die Proteinasenwirkung des Darm- 
saftes an anderer Stelle berichtet werden soll, méchte Verf. hier 
zuerst auf das Verhalten der Peptonkérper urid der Peptide im 
weiteren Sinne, z. B. der Acyl- und Halogenacylderivate gegentiber 
dem Darmsaft, der aus der am Hunde gelegten Thiry-Vellaschen 
Schlinge*? gewonnen wurde, und auf die NHigenschaften der 
Peptonasewirkung eingehen, die er unter Leitung von Prof. 
Utzino studiert hat. Bei den iibersichtlichen Betrachtungen sei 
hier hervorgehoben, dass Caseinopepton, das durch wiederholte Hin- 
wirkung der: Pepsin-Salzsiure bereitet wurde und dem Teleo- 
Pepton (Waldschmidt-Leitz) entsprechen mag, und auch 
Trypton, das auch durch wiederholte Pankreassaftwirkung 
(aktiviert) dargestellt wurde und der weiteren Trypsinwirkung 
widerstand, wie Witte-Pepton und Pepton E. Merck durch Darm- 
saft deutlich hydrolysiert werden (Tabelle Ia). Hier sei auch 
noch angefiihrt, dass das Trypton jedoch nicht durch Pepsin-Salz- 
saure angegriffen werden konnte. Wahrend Dipeptide durch 
Darmsaft angreifbar sind, widerstanden alle die hier untersuchten 
Acylderivate der Darmsaftwirkung; diese Beobachtung stimmt 
vollkommen mit derjenigen bei der Schleimhautmazeration des 
Diinndarms tiberein. \ 
Unter den gepriiften Halogenacylaminosiuren wurde nur 
Chloracetyl-I-leucin im deutlichen Grad angegriffen, wahrend 
Chloracety!-/-phenylalanin eine kaum merkbare NH.-N Zunahme 
zeigte, ebenso wie Bromisocapronylglycin und. Bromisocapronyl- 
diglycin, wie schon Abderhalden und Ehrenwall (1931) die 
Unspaltbarkeit von Brompropionylglycin und Brompropionyl- 
glycylalanin durch die trypsinfreie Erepsinlésung gezeigt haben. 


=i) 


Herren Prof. Dr. Satake und ausserord. Prof. D. Wada im 
physiologischen Institut hiesiger Universitit ist Verf. fiir die Anlegung der 
Darmfistel zu herzlichem Dank verpflichtet. 
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TABELLE La. 
Darmsaftwirkung auf Peptonkérper und Peptide. 


Der frische Darmsaft wurde aus der am Hund gelegten Thiry-Vellaschen 
Diinndarmschlinge nach gemischter Nahrung (Reis mit Fleisch) gesammelt. 

Versuchsansatz: 20cem 1-2%iger Peptonkérper-Phosphatpufferlésung 
(PH 7,8) oder 20cem 1/20 Mol-Substratpufferlésung (PH 7,8) wurden mit 
2ecm verdiinntem Darmsaft (1 ecm Darmsaft+1¢em Wasser) unter Toluol- 
zusatz bei 37°C digeriert. Zur Kontrolle wurde die Enzympufferlosung ohne 
Substrat unter den gleichen Bedingungen digeriert. Die Aciditiitszunahme in 
Seem Digestat wurde nach Sérensen und die Aminostickstoffzunahme in 
leem Digestat nach Van Slyke bestimmt. Die Kontrollwerte sind von den 
Hauptversuchswerten abgezogen und die Differenzwerte in Tabellen angegeben. 


Acidititszunahme in 5 cem und NH2-N Zunahme in 1 eem Digestat 


eee Zeit 0,1 n-NaOH NH:-N 
coda gira Le Csiky | . = (gore) (mg) 
Pepton (1%) 5 0,30 
(Peptonum siccum sine sale. 24 0,70 _ _ — 
Erg. B. 5, E. Merck) 72 1,00 
5 0,40 0,45 — 
Pepton (1% u. 2%) 24 Rcag ea a meee 
Witte). | 72 160 2,05 | 0.401 
: , 5 0,30 
Caseino-Pepton (1%) 24 0,75 _ — _ 
: 72 1,15 
2 a a 
Caseino-Trypton (1%) oss ee — — -- 
5 0,55 
as y 24 ACS — = = 
Gelato-Trypton (1%) ms ae 
5 0,35 
j i 2 24 1,30 — a = 
Diglycin ee : as “ee 
ae | 
| ; 2 24 065 — Se 
dl-Leucylglycin (M/20) es ee | 
5 — 
Hippursiiure (M/20) 4 0,05 —_ = as 


. 2 
(Merck) 72 0,10 
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. _ 5 a, 
Benzoyldiglycin (M/20) 24 0,05 = == ~| 
qc 0,10 = 4 
5 — 
Phthalyldiglycin (M/20) a = oer —_ 
ae 2% = 
Chioracetyl- | : 24 0,10 — 0,046 0,024 
I-Phenylalanin (3/20) 72 0:10 0,047 0,023 
5 ciate a=. 
Chloracetyl-I-Leucin (M/20) 24 0,15 — 0,094 — _- 

72 0,45 0,173 - 
dl-Bromisocapronyl- 2 ee Bi O01. aoe 
diglyein (M/20) 72 0.031 | 
dl-Bromisocapronyl- 9 = 2 0.00: ai 
glycin (4/20) ss nee 


t 


Abderbhalden und Schwab (1929) hatten einmal dariiber 
berichtet, dass die durch Adsorption von Trypsin befreite 
Erepsinlosung, die weder Casein noch Halogenacyl-a-aminosiuren 
(Chloracetyl-l-Leucin, -d/-Leucin, -]-Phenylalanin, -I-Tyrosin oder | 
dl-Bromisovaleryl-d-Alanin) hydrolysieren konnte, durch Zusatz 
einer geringen Menge Trypsin oder Trypsin-Kinase imstande sei, 
diese Derivate in grossem Umfang anzugreifen. 

Diese Beobachtungen haben Abderhalden und Schwab 
(1929) veranlasst, darauf aufmerksam zu machen, dass man bei der 
Beurteilung der Trypsinfreiheit von Erepsinlésungen zu jener 
Fragestellung kommen kann, ob nicht die Erepsinlésung doch noch 
eine ganz geringfiigige Menge von Trypsin enthalt, falls eine 
Krepsinlésung Halogenacylaminosduren, wenn auch unbedeutend, - 
jedoch regelmiissig anzugreifen imstande ist. 


Unter diesen versuchten Halogenacylaminosiiuren konnte aber 
nur Chloracetyl-l-Leucii durch die trypsinfreie Erepsinlésung, wie 
die besonders von Waldschmidt-Leitz jenen beiden Forschern 
liberlassene, die zahlreiche andere Halogenacylaminosiduren nicht 
Spaltete, wein auch im schwachen Grad wie in 10% der Total- 
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hydrolyse, hydrolysiert werden., Diese Spaltbarkeit von Chlor- 
acetyl-I-Leucin (wie auch Chloracetyl-d-Alanin) durch die tryp- 
sinfreie Erepsinlésung wurde weiter sicher von Abderhalden und 
Ehrenwall (1931) bestiitigt, und es wurde besonders darauf 
hingewiesen, dass Chloracetyl-J-Leucin sowohl von trypsinfreier 
Erepsinlésung als auch von erepsinfreier Trypsin-Kinase-Lésung 
gespalten wird, waihrend Chloracetyl-l-tyrosin von Trypsin-Kinase. 
aber von trypsinfreien Erepsinlésungen in keinem Fall angegriffen 
wurde. 
Da die Spaltung des Chloracetyl-l-Leucins durch Darmsaft des 
Hundes hier sicher festgestellt wurde, méchte man wohl eine be- 
sondere Wirkung der Darmsafthalogenacylase annehmen (Tabelle 
Ta). Hier sei auch erwihnt, dass Chloracetyl-l-Phenylalanin kaum 
oder fast nicht durch Darmsaft, wohl aber deutlich durch die 
Mazeration der ausgeschalteten Diinndarmschleimhaut des Hundes 


TABELLE Ib. 
Peptonasewirkung des Darmsaftes bei verschiedenen PH-Werten. 
Versuchsansatz: 20cem 1%iger Pepton(Witte)-Phosphatpufferlésung von 
verschiedenen PH-Werten (in der Tabelle angegeben+0,5 cem frisches Darm- 
saftes mit 0,5 ccm Wasser; digeriert bei 37°C unter Toluolzusatz. 


Aciditiitszunahme, in 4 ecm Digestat (cem 0,1 n-NaOH) 


Zeit Pu-Werte 
(Std.) | 59 6,0 7,0 rts 7,8 8,0 8,5 9,0 
5 0 Q12-1 015 | 017 | 615° 1 0,15 | 0,15 |-008 
24 O50) 40ST 045 | 0.50) 0,477). 043 |, 045° 1 0.88 


angegriffen werden konnte,”) wie Itzioka (1936, 1937) anderer- 
seits die Spaltbarkeit des Chloracetyl-J-Phenylalanins durch Pan- 
kreassaft und durch verschiedene Gewebemazerationen des Kanin- 
chens bestiitigt hat. Beziiglich der Unterscheidung der Peptonase, — 
der Dipeptidase und der Halogenacylase des Darmsaftes unter- 


einander wird Nihres wohl demnichst erscheinen. 


1) Vgl. dazu die folgende Mitteilung. 
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’ TABELLE II. 
Peptonasewirkung des getrockneten Darmsaftes. 

Versuchsansatz: 20 cem 2%iger Pepton(Witte)-Phosphatpufferlosung (PH 
7,8) +2eem Enzymloésung+Toluol. Die hier verwendete Enzymlosung besteht 
aus 1ecm Darmsaft und 1 ecm Wasser oder einer dieser Menge entsprechenden 
Trockensubstanz, die in 1 eem Wasser aufgenommen wurde. Beim Versuch (b) 
wurde der frische Darmsaft im Vakuumexsikkator tiber P.O; getrocknet und 
wieder in der originalen Volummenge von Wasser aufgelost. 

Im Versuch (¢) wurden 10 cem frischer Darmsaft des Hundes mit 30 ccm 
Aceton versetzt und die dabei ausgeschiedene Fallung zentrifugiert und 
getrocknet. 

Den Niederschlag hat man zuerst einmal mit 10ccm kaltem Wasser _ 
gewaschen, um den zuriickgebliebenen Acetonrest zu entfernen, dann in Wasser 
aufgenommen und auf die originale Volummenge (10 ccm) gebracht. Dieses 
Waschwasser zeigte eine schwache Acidititszurfahme des Peptondigestats: 24 
Std. 0,15 und 72 Std. 0,35 cem 0,ln-NaOH. Auch die, Peptonasewirkung der 
Acetonlésung wurde geprift, nachdem Aceton abgedampft und der Riickstand 
in 10 ecm Wasser aufgelést wurde (Versuch d). 


Aciditatszunahme in 5eem Digestat (eem 0,1 n-NaOH) * 
- Darmsaft ; 24 Std. 72 Std., 
a) frisch 0,70 1,30 
-b) Im Exsikkator tiber P:O; getrocknet 0,25 . 0,45 
ce) Acetonfallung # 0,20 0,75 
d) Riickstand der Acetonlésung — 0,05 —0,05 


TABELLE IIT. 
Thermostabilitat des Darmsaftes. 


Der frische Darmsaft wurde bei bestimmten Temperaturen wiihrend 30 
Minuten lang erhitzt und dann auf seine Aktivitat hin bei Pu 7,8 gepriift. 

Versuchsansatz: 20cem 2%iger Pepton(Witte)-Phosphatpufferlésung 
(PH 7,8) +1ecm erhitztes Darmsaftes mit 1eem Wasser+Toluol; digeriert 
bei 37°C. Zur Kontrolle wurde der nicht erhitzte Darmsaft verwendet, der 
in Zimmertemperatur 30 Minuten lang gehalten wurde. 


Aciditatszunahme in 5 ecm Digestat (eem 0,1 n-NaOH) 


Bad- nicht ° =pno° ° mpneo ~o° ° ° ° 
2% | temperatur lerhitzt| 40°C | 50°C | 60°C | 70°C} 75°C | 80°C | 90°C | 100°C 
SE | 24 Sta. | 0,50 | 0,25 | 0,20} 020] 0,0] 0 0 0 0 


72 Std. 0,70 | 0,70 | 0,40 | 0,30] 0,10 | 0,101 0 0 0 
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Ferner wurde hier auf die Eigenschaften der Peptonase- 
wirkung des Darmsaftes in verschiedener Hinsicht niher einge- 
gangen, wobei zuerst die Resistenzfrage in Betracht kam. Wie 
schon angegeben (z.B. Waldschmidt-Leitz und Schiffner, 
1926) ist Darmpeptonase auch sehr empfindlich gegeniiber der 
Trocknung und auch bei Acetonfillung (Tabelle IT). 

Die gegen Hitzewirkung empfindliche Darmsaftpeptonase 
verlor ihre Aktivitat fast ganz schon bei 70°C (30 Min.) und die 
Halfte bei 50°C (Tabelle III). 

Die Aufbewahrung des Darmsaftes bei saurer wie alkalischer 
Reaktion z. B. bei Pu 6,0 oder Px 9,0 iibt einen schiidigenden Ein- 
fluss auf die Peptonasewirkung besonders in’ Bruttemperatur aus, 
wahrend die Aktivitat des Saftes, der hauptsichlich bei Pu 7,0-7,8 
sogar auch im Brutschrank (1 Tag) erhalten wurde, fast unbe- 
-eintrachtigt bleibt (Tabelle IV). 


4 TABELLE FV. 
Sadure- und Alkalibestaindigkeit des Darmsaftes, 
Versuchsansatz: 20cem 2%iger Pepton(Witte)-Phosphatpufferlésung 
(PH 7,8)+2cem Darmsaftlésung (1 Teil Saft+1 Teil Wasser), die bei 
verschiedenen Pu-Werten nach Zusatz von verdiinnter Natronlauge oder Salz- 
sdure wihrend 30 Minuten bei Zimmertemperatur oder 24 Stunden lang in Brut- 
schrank gehalten und darauf neutralisiert wurde + Toluol. 


Acidititszunahme in 5 ecm Digestat (ecm 0,1 n-NaOH) 


Aufbewahrt bei Pu 


2g 
NN) 29/301 40! 5,0 | 60 | 70 | 78 | 9,0 | 95. | 10,0 


aes 


Zimmer 24 —0,05/ 0 | 0 | 0,15] 0,10 | 0,55 | 0,50 | 0,30} 0,05 |—0,10 


(a fax 0; ut = : 
, 30 ve 72 |—0,05| 0 | O | 0,40] 0,45 | 0,65 | 0,85 | 0,40) 0,15 0 


Brutschrank| 24 0,05] 0,15 0,35 |—0,10 
HOG Ne | _— r- — _ 
wh 7 72 0,40} 0,40 0,85 |—0,10 


Als ein Beispiel des Enzymgiftes wurde Jodessigsiurewirkung 
auf Peptonase geprift; sie blieb aber fast ohne schidigenden Hin- 
fluss und schien vielmehr etwas férdernd zu wirken (Tabelle V). 
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TABELLE V. 


Einfluss der Monojodessigsiiure auf die Peptonasewirkung ~ 
des Darmsaftes. 


Versuchsansatz: 20cem 2%iger Pepton(W,itte)-Phosphatpufferlosung 
(PH 7,8), welche Monojodessigsiiure in verschiedenen Mol-Konzentrationen 
enthalt +1 cem frisches Darmsaftes mit 1 cem Wasser; digeriert bei 37°C unter: 
Toluolzusatz. Zur Kontrolle wurden die Versuche mit Enzym-Puffer-Jodessig- 
saure ohne Substrat vorgenommen, ; 


Acidititszunahme in 4 ecm Digestat (ecm 0,1 n-NaOH) 


Substrat Svs 5 Std. 24 Std. 72 Std. 
: 0,30 0,80 1,45 
1 ae 
10,000 ca 0,85 1,45 
1 See 
4,000 0,200 0,87 1,53 
1 af, ~ ‘ 
2,000 0,35 1,00 1,78 
Pepton 1 0,35 Age : 
(Witte) 1,000 _ 0,95 1,65 
l - 
400 Ora7 0,85 1,50 
1 : . 
200° 0,33 0,90 1,50 
100 0,25 0,95 1,44 
z ; = 
20 0,38 0,95 - 1,30 


Ebenso blieb Gallenzusatz (Schweinegalle) fast ohne Wirkung auf 
Darmsaftpeptonase (Tabelle VI).. 

Die Frage, ob bei der Peptonspaltung, die durch Wiederholung 
maximal ausgefiihrt wurde, noch eine Peptidkette im Pepton- 
hydrolysat ungespalten tibrig bleibt oder nicht, ist noch nicht ganz 
sicher geklart. -Um dariiber einen Einblick zu bekommen, wurden 
die Versuche vorgenommen. Nachdem man den Darmsaft wieder- 
holt auf Peptonlésung (Witte) einwirken liess, bis die Zunahme 
des Aminostickstoffs kaum mehr bemerkbar war, wurde die Diges- 
tionslosung der weiteren Sdurehydrolyse mit Schwefelsiiure unter- 


' 


, 
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Hinfluss der Schweinegalle auf die Peptonasewirkung 
des Darmsaftes. 


Versuchsansitz: 


TABELLE VI. 
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20ccm 2%iger Pepton(Shiseido)-Phosphatpufferlésung 
(PH 7,8), welche Schweinegalle in verschiedenen Mengen enthilt, wurden mit 
leem frisches Darmsaftes versetzt und unter Toluolzusatz bei 37°C digeriert. 
Die Gallenmenge zeigt den Volumteil derselben in 20 eem Digestionslésung. 


Aciditétszunahme in 4cem Digestat (cem 0,1 n-NaOH) 


Substrat Gallenmenge 5 Std. 24 Std. 72 Std 
0 0,23 . 0,10 | 0,63 0,50 | 0,78 0,65 
1 
9 = 
a 0,25 0,07 | 0,70 0,40 | 0,80 0,50 
ode 0,23 0,20 | 0,63- 0,40 | 0,75 0,60 
50 : 
Pepton 
(Shiseido) an 0,25 0,15 | 0,70 0,40 | 0,80 0,55 
; <y 0,20 0,18 | 0,70 0,40 | 0,80 0,55 
+ 0,25 0,15 | 0,50 0,40 | 0,70 0,50 


‘worfen und die Aminostickstoffmenge vor und nach der Saure- 


hydrolyse verglichen. 


Die geringwertige Differenz dieser 


beiden 


Werte lasst wohl annehmen, dass der Darmsaft auf Pepton-Witte 
unbeschrinkt, und zwar endgiiltig hydrolysierend einwirken kann, 
bis die in vitro hydrolysierbare Peptidkette kaum mehr im 
Peptondigestat zuriickbleiben kann (Tabelle VII). 

Der Einfluss der Nahrungsaufnahme auf Darmenzyme, so wie 
ihn die Literatur beschreibt, scheint noch nicht ganz geklart zu 
sein. Zu diesen Beobachtungen in der Literatur zihlen nur die 
Untersuchungen von Sawitsch und Krestovnikovy, die von der 
referierenden Literatur? iibernommen worden sind. Aus einer 
friiheren Untersuchung von Frouin (1905) geht hervor, dass die 
verschiedenen Nahrungsregimes keinerlei Einfluss auf die Er- 


zeugung der Kinase haben. 


Nach den Angaben von Sawitsch 


1) Vgl. B. P. Babkin, Die dussere Sekretion der Verdauungsdrisen 


~ (2. Aufl, 


1928), 785. 


68 M. Matsuo: 


TABELLE VII. 
Maximale Spaltung des Witte-Peptons durch wiederholte 
Einwirkung des Darmsaftes. \ 

100cem 1%iger (1) oder 2%iger (II) Pepton(Witte)-Phosphatpuffer- 
lésung (PH 7,5) wurden mit je 10 ccm frischem Darmsaft(Hund) unter Toluol- 
zusatz bei 37°C digeriert. In den beiden Versuchen wurde aber nicht derselbe 
Darmsaft ongewendet. Als Kontrolle wurden 100cem Phosphatpufferlosung 
(PH 7,5) mit 10cem Darmsaft ohne Substrat geprift. Nach bestimmten 
Tagen wurde die Digestionslésung fiir die Formoltitration abpipettiert. Nach- 
dem die Zunahme der Aciditatgkaum bemerkbar geworden war, wurde die 
Restlésung einer weiteren Digestion unter weiterem Zusatz von 10 cem Darm- 
saft unter den oben angegebenen Bedingungen unterworfen. Wie die Tabelle 
zeigt, war bei der dritten Digestion keine Aciditaétszunahme mehr bemerkbar. 
Darauf wurden 10 ccm Digestionslésung mit 10eem konz. HeSO; vermischt 
und am Riickfluss wihrend 6 Stunden hydrolysiert. Vor und nach der 
Hydrolyse wurde die NH:2-N in 2 eem verdiinntem Hydrolysat nach Van Slyke 
ermittelt, nachdem das Hydrolysat unter Neutralisieren mit Alkali aufs 
fiinffache des originalen Volumens mit Wasser erginzt wurde. 


Acidititszunahme in 4cem (I) od. in 5eem (II) (in eem 0,1 n-NaOH) 
I) 1% Peptonlésung II) 2% Peptonlésung 


Zeit (Tage) |Hauptversuch |Kontrolle | Zunahme|Hauptversuch [Kontrolle | Ze 


erster Darmsaftzusatz 


Sofort 0,80 0,35 —_— 1,50 0,45 — 
2 2,20 0,35 1,40 — — _ 
3 2,50 0,35 70s 4,70 0,45 3,20 
4 2,60 0,40 MED 5,00 0,45 3,50 
6 — — — 5,35 0,50 3,80 
10 _ _- — 5,60 0,50 4,05 
1g — — _— 5,70 0,50 4,15 
zweiter Darmsaftzusatz 
Sofort 2,30 0,40 — 5,35 ~ 0,60 
al 2,40 0,45 0,05 = = cee 
2 2,55. 0,45 0,20 == = a 
3 2555 0,45 0,20 = a — 
4 | _ — _— 5,45 0,65 0,05 
dritter Darmsaftzusatz 
Sofort 2,40 0,50 — 5,05 O65 i 
2 2,45 0,55 0 — — — 
3 = = — 5,10 0,70 0 
NH:-N Zunahme in 2 eem verd. Hydrolysat (mg) 
vor 0,467 0,197 —_ 0,589 0,242 _ 
nach 0,494 0,212 0,012 0,698 0,334 0,017 
Hydrolyse : 


ee 
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TABELLE VIII. 
Darmsaftwirkung nach Fleischn thrung, 

Versuchsansatz: 20ccm 2%iger Eiweiss- oder 1/20 Mol-Substrat-Phos- 
phatpufferlésung (PH 7,8) +2 cem verdiinnter Darmsaft (1 Teil Saft+1 Teil 
Wasser) + Toluol; digeriert bei 37°C. Der Saft wurde 2 und 4 Stunden nach 
der Fleischnahrung gewonnen und dann untersucht. Der Darmsaft wurde aber 
bei a) 24 Std. lang in der Eiskammer, bei b) im Brutschrank, bei c) 72 Std. 
lang im Brutsehrank und bei d) 5 Tage lang im EHissechrank aufbewahrt. 


- Aciditatszunahme in 5 ecm Digestat (cem 0,1 n-NaOH) 


Saftaufnahme Saftaufnahme 
: 2 Std. nach 4 Std. nach 
Substrate Fleischnahrung Fleischnahrung 
24Std. 72 Std. 24Std. 72 Std. 
2% Casein (Hammarsten) 0 0,05 0 0,05 
a) 0,15 0,15 
b) 0,05 0,05 
» Gelatine 0 0,05 0 0,10 
a) 0,10 0,10 
b) 0,05 0,15 
pe dabileyanl 0 0,10 = = 
» .Pepton (Witte) 7 0585 1,45 0,40 1,00 
a) 0,50 1,20 
b) 0,40 0,95 
e) 0,25 0,50 
d) 0,35 0,60 
M/20 Diglycin 0,70 1,40 _ _ 
» ’ Hippursiiure 0,05 0,10 —_ = 


»  Benzoyldiglycin 0,0 e000 a — 


(1921) und von Krestovnikov (1924) sollte die Produktion von 
Erepsin durch die Produkte der peptischen und insbesondere der 
tryptischen Verdauung hervorgerufen werden, wihrend Magensaft, 
Ol, Galle, Milch und Stirke in dieser Hinsischt unwirksam waren 
und.ausserdem der Pankreassaft als Reiz fiir die Erepsinproduk- 
tion wirken konnte. So ergab es sich dabei, dass der Pankreassaft 
-als allgemeiner Reiz fiir beinahe alle Fermente des Darmsaftes 
wirkt. KL 

Da hier hinsichtlich der spezifischen Erepsinwirkung des 
Darmsaftes verschiedene angreifbare wie auch resistente Substrate 
gepriift werden konnten, hat man zuletzt den Einfluss der Nah- 


+ 
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TABELLE IX. 
Darmsaftwirkung nach Fettnahrung. 

Versuchsansatz: 20cem 2%iger EHiweiss- oder M/20-Substrat-Phosphat- 
‘pufferldsung (PH 7,8)+2ccm verdiinnter Darmsaft (1 Teil Saft+1 Teil 
Wasser) + Toluol; digeriert bei 37°C. Der Saft wurde 2 und 4 Stunden nach 
der Fettnahrung gewonnen und geprift. Der Saft wurde bei a) 24 Std. lang 
in der Eiskammer und bei b) im Brutschrank aufbewahrt. 


Aciditiitszunahme in 5 ecem Digestat (ccm 0,1 n-NaOH) 


Saftaufnahme - Saftaufnahme 
2 Std. nach 4 Std. nach 
‘Substrate Fettnahrung Fettnahrung 
24 Std. 72 Std. 24Std. 72 Std. 
2% Casein (Hammarsten) = _ 0,05 0,15 
2 0 
b) 0,05 0,10 
» Gelatine _— _— 0,05 0,10 
: / 2) | 0,05 0,15 
: b) 0 0,05 
» Pepton (Witte) ; 0,85 1300” 0,35 1,40 
ae 0:45 1,15 
b) 0,35 1,00 
M/20 Diglyein 0,65 LS) —_ —_— 
» Hippursiure 0 0 _ oe ae 
» Benzoyldiglyein 0,05 0,05 == _ 


rungsaufnahme auf die Darmerepsinwirkung untersucht und das 
Ergebnis war, dass nach Fleisch-, Fett- und Reisnahrung kein 
Unterschied in der Erepsinwirkung des Darmsaftes beobachtet 
wurde, der 2 Stunden oder 4 Stunden nach der Probenahrung 
gewonnen wurde. Die Substrate, die schon eine Resistenz der 
Darmerepsinwirkung gegeniiber zeigten, konnten nie durch be- 
sondere Nahrungsaufnahme enzymatisch 
werden. Die Aktivitét, des Saftes, welcher spiter nach der 
Nahrungsaufnahme (4 Stunden) gesammelt wurde, schien im 
allgemeinen etwas schwacher zu werden und die Wirkuneg der 
Peptonase wird durch die Aufbewahrung wiihrend 72 Stunden im 
Brutschrank wie auch wahrend 5 Tagen im Hisschrank ziemlich 
beeintrichtigt (Tabelle VIII, IX u. X). 


zuganglich - gemacht . 
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TABELLE X. 


Darmsaftwirkung nach Reisnahrung, 


Versuchsansatz: 20cem 2%iger Substrat-Phosphatpufferlésung (Px 7,8) 
+2eem verdiinnter Darmsaft (1 Teil Saft+1 Teil Wasser) + Toluol; digeriert 
bei 37°C. Der Saft 4 Stunden nach der Reisnahrung gewonnen und dann 
gebraucht, aber a) 24 Stunden lang in der EKiskammer und bei 2) im Blut- 
schrank aufbewabrt. 


Aciditaitszunahme in 5 ecm Digestat (cem 0,1 n-NaOH) 


a b 
Substrate —$ 
24Std. 72S8td. | 24Std. 72Std. | 24Sta. 72 Std. 
Casein is 
(Hammarsten) 0 0 — 0,05 0,05 0 c 0,10 

Gelatine —0,05 —0,10 0 0,15 0,05 0,10 

Peptou = ‘es 

(Witte) 0,40 0,90 0,35 0,85 0,30 0,85 

ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Im Darmsaft, der durch die Thiry-Vellasche Schlinge des 
Hundes gewonnen wurde, hat man die Peptonasewirkung, die 
Dipeptidase- und, eine besondere Halogenacylasewirkung fiir 
Chloracetyl-J-Leucin festgestellt, die Acylase- und Carboxy- 
polypeptidasewirkung GEE COTS Se oder Benzoyldigly- 
ein) aber nicht. 

2. Die Peptonasewirkung des Darmsaftes, die bel Px 7,5-7,8 
am giinstigsten auftrat, ist empfindlich gegen Trocknung, Aceton-- 
fallune und auch Hitze, und zwar verlor sie ihre Aktivitat bei 
70°C (30 Min.). Dureh Aufbewahrung bei entweder saurer oder 
alkalischer Reaktion, besonders im Brutschrank, wurde die 
Wirkung beeintrichtigt, die aber bei Pu 7,8 ziemlich gut erhalten 
blieb. 

3. Galle und Jodessigsiiure bleiben fast ohne Einfluss auf 
Darmpeptonase. 

. 4. Die proteolytische Wirkung des Darmsaftes wurde durch 
verschiedene Nahrungsaufnahme z. B. Fleisch-, Fett- oder Kohle- 
hydratnahrung nicht besonders beeinflusst. 
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5. Nach der wiederholten Einwirkung des Darmsaftes auf 
Witte-Pepton hat man fast keine durch Mineralsdure hydrolysier- 
bare Peptidkette im Digestat bestatigt und die Annahme liegt sehr 
nahe, dass Darmsaft auf Pepton fast: unbeschrankt einwirken 


kann. 
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UBER DIE IM TIERKORPER STATTFINDENDEN 
VERANDERUNGEN DER AN N 
SUBSTITUIERTEN AMINOSAUREN. 


d. Mitteilung: Verhalten des N-Methylphenylalanins im 
Kaninchenorganismus. 


VON 


SEN-DEN FUKUYAMA. 


(Aus dem Med.-chem. Laboratorium der Medizinischen Schule, 
angegliedert an die Kaiserliche Universitat zu Taihoku. 
Vorstand: Prof. Dr. R. Hirohata.) 


(Hingegangen am 24. November 1940) 


Um das Schicksal der im Tierkérper eingefiihrten an N sub- 
stituierten Aminosdure zu verfolgen, wurden schon einige Experi- 
mente in unserem Laboratorium durehgefiihrt. Hirohata (1936- 
37) und Chin Kyu-sui (1938) haben aus dem Harn des mit 
Abrin vorbehandelten Kaninchens Kynurenin und Kynurensadure 
isoliert.' Spater hat in gleicher Weise Tai-sei T6 (1939) mit 
0,N-Dimethyltyrosin p-Methoxyphenylbrenztraubensiure und d- 
Dimethyltyrosin getrennt. 

Durch diese Experimente ist es so gut wie bestatigt, dass die 
Methylderivate der cyclischen Aminosiuren wie die natiirliche 
Aminoséure im Tierorganismus desaminiert wird, obwohl der Weg 
soleher Umwandlung noch nicht aufgeklart ist. Nun war es fir 
uns von héchstem Interesse, zu priifen, ob N-Methylphenylalanin — 
unter denselben Bedingungen auch desaminiert werden kann, so 
dass die dabei gebildete Phenylbrenztraubensiure im Harn aus- 
geschieden wird. 

Das in diesen Versuchen gebrauchte dl-N-Methylphenylalanin 
wurde durch Verkoppelung von Benzaldehyd mit Kreatinin bzw. 
Methylhydantoin, nachfolgende Reduktion und Hydrolyse der 
resultierenden Verbindungen dargestellt. Die racemische Saure 
verlisst den Kaninchenorganismus zum Teil als unveranderte 
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Sdure, zum gréssten Teil aber wird sie asymmetrisch gespalten 
und desaminiert, so dass d-Séure und Phenylbrenztraubensaure zur 
Ausscheidung gelangen. 

Mit dieser Substanz hatten schon friiher F. Knoop und H. 
Oesterlin (1927) Versuche an Hunden vorgenommen, aber sie 
haben nur unverinderte Séure und vermehrte Benzoesaure fest- 
gestellt. Vor kurzem, wahrend die vorliegenden Untersuchungen 
im Gang waren, haben H. E. Carter und P. Handler (1939) 
mitgeteilt, dass die d-Form keine wachstumférdernde Wirkung 
gegeniiber der 1-Form des N-Methylphenylalanins hatte. Aber ihre 
Untersuchungen waren nicht auf die Verfolgung der Stoffwechsel- 
produkte eingestellt. 


EXPERIMENTELLES. 
A. Darstellung des N-Methylphenylalanins. 
a) Aus Methylhydantoin und Benzaldehyd: 


1) Kondensation von Methylhydantoin mit Benzaldehyd zu 
1-Methyl-5-Benzalhydantoin. 38,0 g Methylhydantoin werden mit 
30,0g Benzaldehyd gut gemischt, mit 42,9¢ trocknem Natrium- 
acetat und 104ccem Essigsiureanhydrid versetzt und 4 Stunden 
im Olbade auf 105-120°C erhitzt. Nach dem Erkalten wird die 
feste Reaktionsmasse mit warmem Wasser, dann mit gekiihltem 
Aikohol sorgfaltig gewaschen. Die Ausbeute an schdnen gelben 
Krystallen betrigt 53,6 g, entspricht also 80% d. Th.. 

Die Substanz schmilzt bei 193-4°C und-ist leicht léslich in 
Alkohol und Ather, kaum in Wasser. 


CH, O2N 2 Ber. N 13,87 Gef. N 13,78 


2) 1-Methyl-5-benzylhydantoin. Man lost 50¢ 1-Methy1-5- 
Benzalhydantoin in 4000cem 0,5n-Natronlauge und lasst die 
Losung 6 Stunden lang mit 2,5%igem Natriumamalgam unter 
stetem Umriihren stehen. Die anfangs braune Fliissigkeit wird 
zum Schluss farblos. Die Reaktionsfliissigkeit wird vom Queck- 
silber getrennt, unter Kiihlung mit verdiinnter Schwefelsiure 
neutralisiert und eingeengt. Die dabei ausgeschiedenen weissen 
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nadelformigen Krystalle wiegen 45 g (etwa 90% d. Phil 
Sie schmelzen bei 106°C und sind leicht léslich in Alkohol, 
etwas schwerer in Wasser und Ather. 


CiiH;,0,N, Ber. N 13,72 Get l3.16 


3) dl-N-Methylphenylalanin. 40 ¢ 1-Methy1-5-Benzylhydanto- 
in werden mit 400g Baryt und 600 cem Wasser versetzt und 12 
Stunden auf dem Sandbad verseift. Zur Isolierung der Amino- 
sdure wird die Reaktionsfliissigkeit mit Schwefelsiiure genau 
neutralisiert, filtriert und das farblose Filtrat eingeengt und ab- 
gekiihlt. Die Ausbeute betragt 25 g, entspricht mithin 75% d. Th.. 
Die Substanz krystallisiert in dreieckige Blittchen,: zersetzt 
sich bei 254°C und ist in organischen Liésungsmitteln ziemlich 
schwer léshich. Sie lést sich in etwa 60 fachem Volumen Heiss- 
_wasser. Die Ninhydrin-Reaktion fallt erst nach langerem Erhitzen, 
die Xanthoprotein-Reaktion dagegen sofort positiv aus. Das 
Kupfersalz ist blassviolett, léslich in heissem Alkohol, kaum aber 
‘in Wasser. . 


CyHisNO, Ber. N 7,84  Gef. N 7,80 


b) Aus Kreatinin und Benzaldehyd. 

1) Kondensation von Kreatinin mit Benzaldehyd zu 5-Benzal- 
kreatinin. 28,3¢ Kreatinin werden mit 26,5g¢ Benzaldehyd gut 
_gemischt und mit 15 g trocknem Natriumacetat und 200 ccm Essig- 
siureanhydrid versetzt, 90 Minuten im Olbade auf 130-140°C © 
erhitzt. Nach dem Erkalten wird die feste Reaktionsmasse mit 
warmem Wasser, dann vorsichtig mit gekiihltem Alkohol 
gewaschen. Die Ausbeute an schdnen gelben Krystallen betrigt 
45 g, entspricht mithin 90% d.Th.. Die Substanz zersetzt sich bei 
244°C und ist léslich in Alkohol und Ather, kaum in Wasser. 


C,,H,,0N3 Ber. N 20,89 Gef. N 20,60 


2) 5-Benzylkreatinin. Man list 40 g Benzalkreatinin in 4000 
eem 0,5n-Natronlauge und lasst es 6 Stunden lang mit 2,57cigem 
Natriumamalgam unter stetem Umriihren stehen. Die anfangs 
braune Flissigkeit wird zum Schluss farblos. Man giesst die 
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Reaktionsfliissigkeit vom Quecksilber ab und neutralisiert sie unter 
Kiihlung mit verdiinnter Schwefelsiiure. Das Gewicht der beim 
Einengen ausgeschiedenen weissen Krystalle betragt 36,5 ¢ (90% 
darby Die Krystalle schmelzen bei 282°C unter geringer Zerset- 
zung und sind léslich in Alkohol, schwer in Wasser. 


Ci1H,30 Ns Ber. N 20,68 Gef. N 20,60 


3) dl-N-Methylphenylalanin. 30g Benzylkreatinin werden 
mit 400 @ Baryt und 600 cem Wasser versetzt und 12 Stunden auf 
dem Sandbad verseift. Aus, ler Verseifungsfliissigkeit erhalt man 
dl-N-Methylphenylalanin, das denselben Zersetzungspunkt besitzt 
wie das aus dem Benzylhydantoin hergestellte d/-N-Methylphenyl- 
alanin. Die Ausbeute betraégt 18,5 g¢ und entspricht 70% d. Th.. 


B. Versuche an Kaninchen. 


Versuch 1. 2 Kaninechen erhielten an drei aufeinander_ 


folgenden Tagen je 2,0 g dl-N-Methylphenylalanin unter die Haut. 
Die Tiere haben es anstandslos vertragen. Der wahrend 6 Tagen 
angesammelte Harn wurde mit Schwefelsdure angesduert und mit 
Ather 3 Tage lang extrahiert (Atherfraktion), danach mit Baryt 
neutralisiert und eingeengt (Wasserfraktion). 

a) Atherfraktion. Der Atherriickstand enthielt nur eine 
geringe Menge von Hippursdéure. Keine Krystalle von Phenyl- 
brenztraubensdure liessen sich isolieren. Sie verriet sich nur durch 
die spurweise Hisenchlorid-Reaktion. : 

b) Wasserfraktion. Nach dem Einengen wurde der Harn 
mit Kupfercarbonat gekocht, dabei schieden sich blassviolette Kry- 
stalle aus. Nach Entfernung des Kupfers wurden 0,8g weisse 
Krystalle gewonnen. Sie zersetzten sich bei 254°C, wiesen sofort 


die Xanthoprotein-Reaktion auf, die Ninhydrin-Reaktion aber 


erst nach langerem Erhitzen, und zeigten keine Drehung. Dureh 
ihre Higenschaften und die Analyse wurden sie als dl-N-Methyl- 
phenylalanin identifiziert. 


CyoHizNO, Ber. N 7,84 Gef. N 7,69 


Vere) 1 bs - . 
Nach dem Absaugen des Kupfersalzes von dl-Siure wurde die 


\ 
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tiefblaue Mutterlauge eingeengt. Dabei schieden sich nadelformige 
tiefblaue Krystalle aus. Sie waren leicht léslich in Wasser und 
Alkohol. Nach Entfernung des Kupfers wurden nadelférmige 
weisse Krystalle in einer Menge yon 1,66¢ gewonnen. Sie zer- 
setzten sich bei 260°C, und waren linksdrehend, leichter léslich in 
Wasser als dl-N-Methylphenylalanin und von stissem Geschmack; 
in Alkohol und Ather waren sie unléslich. Sie gaben erst nach 
langerem Erhitzen die Ninhydrin-Reaktion, sofort. aber die 
Xanthoprotein-Reaktion. _ Thre Eigenschaften und die Analyse 
stellten sie als d-N-Methylphenylalanin fest. 


C,oHi3;3NO, Ber. N 7,84 Gef. N 7,87 


Spezifische Drehung in 5%iger Schwefelsiure betrigt, 


1,47 x 100 - 
[ep = 56 9865 = (+)10,52 5 


Versuch 2. 3 Kaninchen erhielten an vier aufeinander folgen- 
den Tagen je 1,0g dl-N-Methylphenylalanin unter die Haut. Aus 
dem gesammelten Harn liessen sich 1,90 g d-N-Methylphenylalanin 
und 0,1 g dl-N-Methylphenylalanin isolieren, aber keine Phenyl- 
brenztraubensadure. Die Letztere entzieht sich dem Nachweis selbst 
durch die Hisenchlorid-Reaktion. 

Versuch 3. 2 Kaninchen erhielten in einem Tage je 5,0¢ dl- 
N-Methylphenylalanin in 3 Portionen mit 3 stiindigem Intervall 
unter die Haut. Die Tiere haben es ganz anstandslos vertragen. 
Aus dem in 72 Stunden entleerten Harn lessen sich 1,5 g dl-N- 
Methylphenylalanin und 0,5g d-N-Methylphenylalanin isolieren. 
Der Atherriickstand enthielt nur eine sehr geringe Menge von Kry- 
stallen. Sie fiirbten sich beim Zusatz von Eisenchlorid griin und 
bildeten mit Dinitrophenylhydrazin eine schwer loslche Ver- 
bindung von Schmelzpunkt 150°C. Sie wurden durch ihre Higen- 
schaften als Phenylbrenztraubensiiure erkannt und wogen als 


Dinitrophenylhydrazon 80 mg. 


C,;Hy2N.05 Ber. N 16,28 Gef. N 16,29 


S. Fukuyama 
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SCHLUSSFOLGERUNGEN. 


1. Nach Verabreichung von dl-N-Methylphenylalanin schieden 
die Kaninchen im Harn Phenylbrenztraubensiure aus, womit sicher 
bewiesen ist, dass das dl-N-Methylphenylalanin im Kaninchen- 
organismus wie eine natiirliche Aminosiure desaminiert wird. 

2. Das in dem Kaninchenorganismus eingefiihrte dl-N-Methyl- 
phenylalanin wird dort zum gréssten Teil asymmetrisch abgebaut, 
und zwar wird die /-Sdure nach Umwandelung in Phenylbrenz- 
traubensaure, die d-Séure dagegen ohne weitere Veriinderung im 
Harn ausgeschieden. 

3. Gegentiber der p-Methoxyphenylbrenztraubensiure ist die 
Phenylbrenztraubensiure einer Umwandlung so zugiinglich, dass 
_sie im Harn in kleinster Menge ausgeschieden wird, und zwar 
wenn das dl-N-MethylIphenylalanin in reichlicher Menge und in 
kurzen Intervallen verabreicht wird. 

4. Der Chemismus der Desaminierung, ob es sich um das 
Abstossen der N-Methylgruppe allein, oder um die oxydative 
Demethylaminierung handelt, bleibt noch unklar. 

& 
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BIOCHEMISCHE UNTERSUCHUNGEN UBER DIE 
UNVERSEIFBAREN SUBSTANZEN. 


V. Mitteilung. 


Uber den Hinfluss des Vitamin B, auf den Gehalt der 
Nebenniere an unverseifbarer Substanz. 


Von 


KINZO ARAT. 


(Aus dem mediz. wa Institut der Keio-Universitét, Toka ve 
-S Vorstand: Prof. Y. Sueyoshi.) 


(Hingegangen am 14. Dezember 1940) 


HKINLEITUNG. 


Beznak (1923) und Schmitz (1927) haben in Versuchen 
eindeutig bewiesen, dass %ei B-Avitaminose es zur Hypertrophie 
der Nebennieren kommt. 

Lawaezeck (1923) hat bei B-Avitaminose der Tiere die 
Zunahme des Cholesteringehaltes in den verschiedenen Geweben 
beobachtet; eine solche wurde spiter auch von Hotta (1924), 
Kodama (1925) und Milbradt (1930) bestitigt. Nach Hotta 
nimmt dabei der Cholesteringehalt der Nebeniere gegeniiber den 
anderen Geweben ab. Nach Verzar und Peter (1924) wird bei 
B-Avitaminose die Veresterung des Cholesterins in der Nebenniere 
gestort. 

Aus obigen Tatsachen geht hervor, dass die Nebenniere innige 
Beziehung zum Cholesterinstoffwechsel hat, indem bei Mangel an 
Vitamin B ihre funktionellen Verhiltnisse in gewissem Masse 
gestért zu werden scheinen. 

Das veranlasste mich, die Beziehungen zwischen der 
Schwankung des Cholesteringehaltes in der Nebeniere und Vitamin 
B, noch eingehender zu untersuchen und zugleich auch die Bestim- 
mung der Schwankung der unbekannten unverseifbaren Substanz 
(U.U.S.), welche nach Kimizuka (1938) zum Cholesteringehalt 


¢ 
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innige Beziehung hat, vorzunehmen. 


VERSUCHSMETHODE UND MATERIAL. 


Als Versuchstiere dienten etwa 1,5 kg schwere Hiihner, denen 
zur Herbeifiihrung einer. B-Avitaminose taglich die Kost von 
folgender Zusammensetzung verabreicht wurde: 


Polierter Reis 70g, 
Kasein 15 g, 
Salz (McCollum ) Se 


Nachdem die unverseifbare Substanz mit Kumagawa-Suto- 
scher Fett-Bestimmungsmethode (1908) bestimmt war, wurde das 
darin -befindliche Cholesterin mit Liebermann-Burchard’scher 
Methode gewogen. Die Differenz, welche man durch Abziehen der 
Cholesterinmenge von der Menge der unverseifbaren Substanz 
erhalt, stellt die Menge der U.U.S. dar. 


Versuch I. 


Tabelle I zeigt die Ergebnisse bei der Bestimmung von 
Cholesterin und U.U.S. in der Nebenniere bei normalen Hiihnern. 


~ TaBELLE. I. 
= unverseif. Subst. Cholesterin Ui S: 

Ys | —$$ $ $$ 

(mg) (%) (mg) (%) (mg) {%) 

1 2,9 2,70 2,1 1,96 0,8 0,74 

ale 3.0 2,02 2,5 = LHL 0,8 0,61 

3 3,4 2,81 2,2 1,82 12 0,99 

4 3,4 4,12 1,9 2,30 1,5 1,81 

5 6,6 2,93 5,6 2,49 1,0 0,44 

Mittel 3,9 3,02 29 =I 2.09 VK 0,92 


Versuch ILI. 


Tabelle IL zeigt die Ergebnisse bei der Bestimmung von 
Cholesterin und U.U.S. in der Nebenniere der Hiihner, bei denen 


mit oben erwahnter Didt die B-Avitaminose herbeigerfiihrt worden 
war. i 
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TABELLE II, ¥ 
= unverseif. Subst. Cholesterin Uruses: 

YT. 

(mg) (%) (mg) (%) (mg) (%) 

uf 1,9 0,88 162 0,54 0,7 0,34 

255 1,26 1D 0,75 1,0 0,51 

3,1 APS ih 1,9 0,83 1,2 0,54 

Mittel Pat JIRLYS ey 0,71 0,9 0,46 


Wie die Ergebnisse in -Tabelle I und II zeigen, ist die unver- 
seifbare Substanz der Nebenniere, welche bei normalen Tieren 
durchschnittlich 3,02% ergibt, bei B-Avitaminose auf 1,17% deut- 
lich absunken. Der Cholesteringehalt betrigt bei normalen Tieren 
2,09%, bei B-Avitaminose 0,71% im Durchschnitt; die U.U.S. bei 
normalen Tieren 0,92%, bei B-Avitaminose 0,46% im Durchschnitt. 
Die obigen Ergebnisse legen also dar, dass bei B-Avitaminose 
sowohl das Cholesterin wie auch die U.U.S. an Menge abnehmen. 

Da fernerhin bei B-Avitaminose die Nebenniere eine Hyper- 

, trophie erfahrt, wurde die absolute Menge von Cholesterin und 
U.U.S. mit derjenigen bei normalen Tieren verglichen; dabei zeigte 
sich, dass auch bei B-Avitaminose, wie die Ergebnisse in Tabelle I 
und II zeigen, eine Abnahme stattfindet. 


Versuch III. 


Nachdem im zweiten Versuch festgestellt worden war, dass 
es in der Nebenniere der Hiihner mit polierter Reisnahrung zur 
Abnahme des Cholesteringehaltes kommt, sollte der nachste Versuch 
feststellen, ob diese Abnahme auf den Mangel an Vitamin B 
zuriickzufiihren ist. Es wurde den Hiihnern neben der 20 tagigen 
obenerwihnten Reiskost Vitamin B, (Oryzanin) taglich (je 16 
Taubeneinheiten) verabfolgt und, wie im vorigen Versuch, die 
unverseifbare Substanz gemessen. Die Ergebnisse zeigt Tabelle IIL. 

Nach den Ergebnissen in Tabelle III betragt die unverseifbare 
Substanz 3,04%, das Cholesterin 2,06% und die U.US. 0,99% 
Durchschnitt. Diese Menge entspricht der bei normalen ‘Tieren. 
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TABELLE III. 


unverseif. Subst. Cholesterin LUE Se 
Nig : 
(mg) (J) (mg) (%) (mg) (%) 
1 3,5 2,40 2,5 ey Al 1,0 0,68 
2 3,8 3,41 2,6 2,33 1,2 1,07 
3 5,t Sok 3,6 2,09 2,1 1,22 
Mittel 4,3 3,04 2,9 2,06 1,4 0,99 


Hiernach ist also keine Abnahme des Cholesteringehaltes und 
der U.U.S. in der Nebenniere des Huhnes mit polierter Reisdiat 
paul beobachten, wenn ihm Vitamin B, verabfolgt wird. 

Aus obiger Tatsache lisst. sich schliessen, dass die Abnahme 
des Cholesterins und der U.U.S. in der Nebenniere bei Reisnah- 
rung auf den Vitamin B,-Mangel zuriickzufiihren ist. 


Versuch IV. 


Wie die obigen Versuche gezeigt haben, kommt es durch 
Vitamin B,-Mangel zur Abnahme des Cholesterins und der U.U.S. 
in der Nebenniere des Huhnes. Nach den Versuchen von Kimi- 
zuka (1938) fiihrt die Darreichung von Cholesterin in Kaninchen 
zur Zunahme des Cholesteringehaltes und der U.U.S. in den ver- 
schiedenen Geweben. Um nun zu untersuchen, ob das Cholesterin 
und die U.U.S. zunehmen, wenn den Versuchstieren das Cholesterin 
zugefiihrt wird, wurde ihnen, wie im vorigen Versuch, neben der 
polierten Reisnahrung das Cholesterin je 0,3 g taglich gegeben und 
am 20. Tage der Fiitterung die Bestimmung des Cholesterins und 
der U.U.S. in der Nebenniere vorgenommen. Diese Ergebnisse 
zeigt die Tabelle IV. 

Wie aus der Tabelle IV ersichtlich ist, betragt bei tiglicher Ver- 
- abfolgung des Cholesterins neben der polierten Reiskost die unver- 
seifbare Substanz 1,05%, das Cholesterin 0,67% und die U.U.S. 
0,37% im Durchschnitt; die ermittelten Werte sind demnach 
nahezu dieselben wie bei alleiniger polierten Reisnahrung. Es 
konnte selbst bei der Darreichung des Cholesterins keine Zunahme 
derselben Substanz in der Nebenniere beobachtet werden, und auch 
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a 


TABELLE LV. 


a unverseif. Subst. Cholesterin U. ues 
ipa es 
(mg) (%) (mg) (%) (mg) (%) 
hie ay 0,81 1,0 0,48 0,7 0,33 
1,9 aad: abe 0,64 0,8 0,46 
3,4 1,24 2,5 0,91 0,9 0,32 
Mittel 74333 1,05 1,5 0,67 0,8 0,37 


— 


beztiglich der absoluten Menge wurden die gleichen_ Ergebnisse 
gewonnen. 


Versuch V. 


Im vierten Versuch wurde festgestellt, dass selbst die Dar- 
reichung des Cholesterins bei B-Avitaminose die Zunahme von 
Cholesterin und U.U.S. in der Nebenniere des Tieres nicht herbei- 
zufthren vermag. Es wurde nun den Tieren Vitamin By, zu- 
gefiihrt, um zu entscheiden, wieweit sich sein Einfluss geltend 
macht. Der Versuch wurde ganz gleich dem vierten Versuch 
durechgefiihrt, aber den Tieren Vitamin B, taglich (je 16 Tauben- 
einheiten) verabfolet und nach 20 tigiger Darreichung die 
Bestimmung vorgenommen. Die Ergebnisse sind in Tabelle V 
wiedergegeben. 


TABELLE V. 
unverseif. Subst. Cholesterin US UES: 
Nr. 

(mg) (%) (mg) (%) (mg) (%) 
1 10,7 5,83 8,4 4,80 2,3 1,02 
2 6,6 4,32 5,0 3,27 1,6 1,04 
3 5,5 3,18 4,2 2,34 1,3 0,83 
4 5,4 4,96 4,3 3,97 ali l 0,99 
Mittel i 4,47 5,5 3,59 1,6 0,97 


Nach den Ergebnissen in Tabelle V ist der Mittelwert (4,477 ) 
der unverseifbaren Substanz héher als der (3,02%) bei normalen 
Tieren, und weitaus héher als 1,05% in dem Falle der By- 
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Avitaminose, bei welchem Cholesterin dargereicht wurde. 

Auch bei Cholesterin ist der Durchschnittswert (3,59%) hoher 
als der (2,09%) bei normalen Tieren, er erreicht tatsichlich die 
fiinffache Menge von 0,67% in dem Falle der B,-Avitaminose, bei 
welchem Cholesterin zugefiihrt wurde. ‘ 

Die U.U.S. betriigt durchschnittlich 0,977% und stimmt beinahe 
mit der bei normalen Tieren iiberein, erreicht aber die dreifache 
Menge von 0,37% in dem Falle der By-Avitaminose, bei welchem 
Cholesterin dargereicht wurde. 

Aus den obigen Ergebnissen geht hervor, dass die Abnahme 
des Cholesterins und der U.U.S. in der Nebenniere, welche bei 
polierter Reiskost herbeigefiihrt wird, sogar bei der Choleste- 
rindarreichung keine Zunahme erfahrt, aber bei gleichzeitiger 
Vitamin B,-Zufuhr die Menge der beiden Substanzen in hohem 
Masse zunimmt. 

Nach den Versuchen von Hotta(1924) kommt es zur Zunahme 
des Cholesterins in der Nebenniere, wenn bei Bestehen der B- 
Avitaminose das Cholesterin verabreicht wird. Das riihrt 
moglicherweise daher, dass in der dabei verfiitterten Nahrung noch 
etwas Vitamin B, enthalten gewesen ist, weil die Lebenstage der 
von ihm fiir die Versuche verwendeten 12 Hiihner 23 Tage (1 Fall), 
24 Tage (2 Falle) und iiber 27 Tage (iibrige Fille) betragen; bei 
4 Fallen davon betrugen sie sogar 38-43 Tage. Nach meinen 
Ergebnissen ist dies eine Erscheinung, welche bei der Nahrung 
mit einer gewissen Menge Vitamin B, entsteht, weil die Lebens- 
dauer der Hiihner bei B, freier Nahrung meistens 14-25 Tage 
betragen. Folglich dtirfte die in seinen Versuchen beobachtete 
Zunahme des Cholesterins in der Nebenniere auf dieser geringen 
Menge des Vitamins B, zuriickzufiihren zu sein. 

Aus obigen Tatsachen geht eindeutig hervor, dass das Choles- 
terin und die U.U.S. in der Nebenniere bei B,;-Avitaminose abneh- 
men, und durch die Cholesterinzufuhr nicht zunehmen. Die 
Zunahme zeigt sich erst dann, wenn mit Cholesterin zugleich 
Vitamin B, zugefiihrt wird. 


ZUSAMMENFASSUNG. 
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Die obigen Ergebnisse fiihren zu folgender Schlussfolgerung. 

1. Wird die Menge der unverseifbaren Substanz der Neben- 
niere des B,-avitaminosen Huhnes in Cholesterin und unbekannte 
unverseifbare Substanz (U.U.S.) eingeteilt bestimmt, so zeigt sich 
eine deutlichere Abnahme im Vergleich mit der bei normalen 
Tieren. 

2. Bei taglicher Darreichung von Vitamin B, findet dabei die 
oben erwihnte Abnahme nicht statt. 

3. Das Cholesterin und die U.U.S. in der Nebenniere erfahren 
eine Abnahme, selbst wenn das Cholesterin eeuch 0.3¢) zu der 
B,-avitaminosen Nahrung zugefiiet wird. 

4. Setzt man der polierten Reisnahrung das Cholesterin zu 
und verabfolgt zugleich. Vitamin By, tiglich, so zeigt sich der 
Cholesteringehalt in der Nebenniere hoher als bei normalen Tieren; 
er betragt sogar die fiinffache Menge im Vergleich mit demjenigen 
bei B,-Avitaminose. Auch die Menge der U.U.S. verhalt sich 
beinahe gleich wie bei normalen Tieren, sie erreicht sogar die 
dreifache Menge im Vergleich mit der bei B,-Avitaminose. 

Aus der obigen Tatsache geht hervor, dass die Menge des 
Cholesterins und der U.U.S. in der Nebenniere fast gleichlaufend 
schwankt und dass Vitamin B, nicht allein innige Beziehung zum 
Cholesterinstoffwechsel, sondern auch zum Stoffwechsel der U.U.S. 
in der Nebenniere hat. 

Zum Schluss spreche ich Herrn Prof. Dr. Y. Sueyoshi fiir 
seine Anregung und Anleitung bei dieser Arbeit meinen besten 


Dank aus. 
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BIOCHEMISCHE UNTERSUCHUNGEN UBER DIE 
UNVERSEIFBAREN SUBSTANZEN. 


‘VI. Mitteilung. 


Uber den Einfluss des Vitamin C auf den Gehalt der 
Gefadsse an unverseifbarer Substanz. 


Von 


KINZO ARAT. 


(Aus dem mediz.-chem. Institut der Keio-Universitit, Tokyo. 
Vorstand: Prof. Y. Sueyoshi.) 


. 


(Eingegangen am 14. Dezember 1940) 


~HINLEITUNG. 


Uber die Menge der unverseifbaren Substanz in den ver- 
schiedenen Geweben bei C-Avitaminose liegt die Untersuchung von 
Nagayama und Tagaya(1929) vor. Hiernach ist mit Ausnahme 
der Nebenniere in den tibrigen Geweben beinahe keine Schwankung 
festzustellen. Es fehlen aber die Mitteilungen itiber die Blut- 
gefiisse. Nach der Untersuchung von Kimizuka(1938) schwankt 
gleichlaufend der Gehalt des Cholesterins und der unbekannten 
unverseifbaren Substanz (U.U.S.) in den Tiergeweben. Ich habe 
deshalb, um die Schwankung der Menge unyerseifbarer Substanz 
in den Gefiissen bei C-Avitaminose, d.h. des Cholesterins und der 
U.U.S. zu erkennen, die im Nachstehenden beschriebenen Versuche 


' 


durchgefiihrt. 


UNTERSUCHUNGSMATERIAL UND METHODE. 


Zwecks Erzeugung der C-Avitaminose wurden die Meer- 
schweinchen mit Schermann’scher Kost gefiittert. Das Material 
der Blutgefiisse von 5 Tieren wurde zusammen fir die Analyse 
verwendet, weil das von einem Tier dafiir nicht gventigend war. 

Die unverseifbare Substanz wurde mittels der Fettbestim- 
mungsmethode nach Kumagawa-S uto (1908) gemessen, und das 
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darin befindliche Cholesterin mit Liebermann-Burchard’scher 
Methode gewogen. Die sich durch Substraktion der Cholesterin- 


menge vou der Menge der unverseifbaren Substanz ergebende Dif- . 


ferenz stellt die Menge der U.U.S. dar. 


Versuch I. 


Zuerst wurde bei den Gefiissen der normalen Meerschweinchen 


die Menge der unverseifbaren Substanz gemessen, um die Resultate 
mit denen bei den anderen Geweben zu vergleichen. Die Er- 
gebnisse sind aus Tabelle I zu ersehen. 


TABELLE I. 
Gone unverseif. Subst. Cholesterin Wawics 
2 (%) (%) (%) 
Gefiss 13,969 0,086 13,883 
Leber 0,351 0,215 0,136 
Herz 0,282 0,108 0,174 
Muskel 0,134 0,055 0,079 


Nach den Ergebnissen in Tabelle I enthalten die Blutgeiisse 
die unverseifbare Substanz viel reichlicher als Leber, Herz und 
Muskel, was nach der Tabelle nicht auf den reichlichen Gehalt des 
Cholesterins in den Blutgefissen, sondern auf den der U.USS. 
‘ guriickzufiihren ist. E 

Um zu wissen, ob die Tatsuche, dass die Blutgefisse die U.U-S. 
reichlich. enthalten, fiir andere Tiere ebenfalls geltend sei oder 
nicht, habe ich bei verschiedenen Tierarten diese Messung an- 
gestellt. Die Ergebnisse sind in Tabelle II gezeigt. 


TABELLE IT. 


Ty unverseif. Subst. Cholesterin Unis. 
et (%o) | (%) (%) 
Meerschw. 13,969 0,086 13,883 
Kaninch. 5,682 0,058 5,624 
Huhn 5,169 0,075 5,094 
Pferd 1,641 0,055 1,586 
Hund ‘ 0,564 0,118 0,446 
Schwein 0,229 0,086 0.143 
Rind 0,222 0,091 yee ET 
Se ee es es eee eR Lee 


w 
ee  —————— 
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Wie die Ergebnisse in Tabelle II zeigen, ist die Men've der 
U.U.S. in den Blutgefassen den Tieren nach verschieden; sie ist 
beim Meerschweinchen am reichlichsten, dann foleen Kanincven 
und Huhn; bei Hund, Schwein und Rind ist sie unbedeutend. 

\ 


Versuch II. hae 


Sodann wurde die Messung an Meersechweinchen angestellt, 
bei denen durch die Fiitterung mit Scherman’scher Kost Skorbut 
aufgetreten war. Es wurde das in Tabelle IIE dargestellte Er- 
gebnis erhalten. Der Skorbut tritt etwa am 25. Tage nach Ver- 
‘suchsbeginn . auf, wobei es zu Blutungen in Unterhautgewebe, 
Zahnfleisch, Gelenk, Bauchfell, Darm (besonders Dickdarm) und 
Uterus kommt. 


i 


TABELLE IIT. 


ne unverseif. Subst. Cholesterin UsURss 
; (%) (%) (%) 
ee! 2,675 0,072 2,603 
2 3,803 0,072 Bil 
Mittel 3,239 0,072 "3,167 


Wie das Ergebnis in Tabelle IIT zeigt, betrug bei Skorbut die 
unverseifbare Substanz 2.67%, welche im Vergleich mit 13.96% 
der normalen Tiere ausserordentlich niedrig ist. Diese Abnahme 
ist nicht auf die Abnahme des Cholesterins, sondern auf die der 
U.U.S. zuriickzufithren, und zwar betrigt die Menge der U.U.S. 
bei normalen Tieren 13.88% und in diesem Falle nur 3.16% 


Versuch III. 


Im zweiten Versuch wurde einwandfrei festgestellt, dass die 
Menge der unverseifbaren Substanz in den Gefdssen der Meer- 
schweinchen, bei denen der Skorbut experimentell erzeugt wordén 
war, erheblich abnimmt. Im nachsten Versuch wurde untersucht, 
wieweit die Riickkehr der abgenommenen | Menge der unverseibaren 
Substanz in den Gefissen moglich ist, wenn den skorbutischen 
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Meerschweinchen tiglish 50mg Ascorbinséure durch 22 Tage 
zugefiihrt wird. Dabei wurde bemerkt, dass etwa am 192 Tace 
nach der Ascorbinsiure-Verabfolgung die Blutung im Stuhl auf- 
‘gehoben war und auch die Bewegungen der Tiere lebhaft wurden. 
Das Ergebnis zeigt Tabelle IV. 


TABELLE LV. 


unverseif. Subst. Cholesterin Wawis: 
a (%) (Jo) (Jo) 
1 7,059 0,090 7,468 
2. - 8,380 - ; 0,102 8,277 
Mittel 7,969 0,096 7,873 


Nach dem Ergebnissen der Tabelle IV betrug die Menge der 
unverseifbaren Substanz 7.96%; sie erreicht noch nicht 13.96% 
der normalen Tiere, jedoch ist sie im Vergleich mit 2.67% bei 
Skorbut deutlich wiederhergestellt. Dass diese Erscheinung auf - 
die Wiederherstellung der verringerten Menge der U.U.S. zuriick- 
zuftihren ist, belegen eindeutig die Daten in Tablle IV. 


Versuch IV. 


Der vorige Versuch bestitigte, dass Vitamin-C die abgenom- 
mene Menge an der U.U.S. in den Gefassen der sksorbutischen Meer- 
schweinchen wiederherzustellen vermag. Menschick und Page 
(1933) fiihrten an, dass bei Cholesterin-Darreichung an Meer- 
schweinchen dasselbe sich in den Gefissen ablagert und die 
Cholesterin-Steatose entsteht. Kimizuka(1938) und Saito(1940) 
haben bewiesen, dass es bei Cholesterinzufuhr an Tiere nicht nur 
zur Zunahme des Cholesterins in den Geweben, sondern auch gleich- 
laufend zur Zunahme der U.U.S. kommt. Ich habe deshalb den 
Meerschweinchen zugleich mit Schermann’scher Kost das Chole- 
sterin taglich je 0.1 g zugefiihrt und am 27. Tage die Gefisse fiir 
die Analyse verwendet. Die Blutung in der Bauchhodhle und 
den Gelenken ist hierbei gering, jedoch ist im Kot auffallende 
Blutung zu konstatieren. Das Ergebnis zeigt Tabelle V. 
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TABELLE V. 
Ae unverseif. Subst. Cholesterin Usuas: 
Jo) (%) (%) 
1 5,000 0,206 4,799 
3,688 0,163 3,525 
Mittel 4,344 0,182 4,162 


Wie aus Tabelle V hervorgeht, betriigt -die Menge der un- 
verseifbaren Substanz durchschnittlich 4.34% ; sie ist im Vergleich 
mit 2.67% bei Skorbut etwas hdher, ist aber weitaus geringer 
im Vergleich mit 13.96% bei normalen Tieren. Die Durchschnitts- 
menge des Cholesterins ist 0.182%, also bedeutend hoher als 0.072% 
bei Skorbut und etwas hodher als 0.086% bei normalen Tieren. 
Die Durchschnittsmenge der U.USS. ist 4.16%, also etwas héher im 
Vergleich mit 2.60% bei Skorbut, aber weitaus geringer als bei 
normalen Tieren (13.88%). : 

Nach,den obigen Ergebnissen tibersteigt die Cholesterinmenge 
der Gefasse den Normalwert und die Menge der U.U.S. liegt weitaus 
unter demselben, wenn den Tieren mit Vitamin C-Mangelnahrung 
zugleich Cholesterin verabfolgt wird. 


Versuch V, 


Nachdem der Versuch gezeigt hatte, dass bei gleichzeitiger 
Verabfolgung von Schermann’scher Kost und Cholesterin die 
Cholesterinmenge der Gefisse bei Meerscheinchen eine Zunahme, 
dahingegen die U.U.S. eine Abnahme erfahrt, sollte der nichste 
Versuch feststellen, welcher Einfluss sich bemerkbar macht, wenn 

\ gusammen mit Cholesterin Vitamin-C dargereicht wird. Es wurde 
der gleiche Versuch wie der vierte durchgefiihrt, indem tiglich 
20 mg Ascorbinsiure injiziert und am 25. Tage danach die Gefasse 
zur Analyse verwendet wurden. Die Ergebnisse sind in Tabelle 
VI wiedergegeben. 

Nach den Ergebnissen in Tabelle VI betragt die Durchschuitts- 
menge des Cholesterins 0.20% und stimmt mit 0.18% bei gleich- 
zeitiger Verabfolgung von Schermann’scher Kost und Cholesterin 
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TABELLE VI. 


unverseif. Subst. Cholesterin ; lap iipck 


ibe (%) (%) (%) 
1 12,129 0,240 11,888 
2 16,778 0,173 16,605 
Mittel 14,454 0,207 14,247 


nahezu iiberein. Die Durchschnittsmenge der U.U.S. betragt 
hierbei 14.24%, ist weitaus hdher als 4.16% bei gleichzeitiger 
Darreichung von Schermann’scher Kost und Cholesterin und 
liegt tiber dem normalen Wert (13.38%). MHieraus geht hervor, 
dass bei gleichzeitiger Zufiigung von Cholesterin und Vitamin C 
zur Schermann’schen Kost es nicht nur zur Zunahme des Choles- 
terins in den Gefassen kommt, sondern auch die Abnahme der 
U.U.S. in den letzteren verhindert werden kann. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


Die obigen Ergebnisse fiihren zu folgender Schlussfolgerung. 

1. Bei Meerschweinchen ist die Menge’ der unbekannten un- 
verseifbaren Substanz (U.U.S.) in den Blutgefissen reichlicher als 
in den anderen Geweben, auch reichlicher als bei anderen Tieren. 

2. Sie zeigt bei Skorbut eine deutlich Abnahme. 

3. Wird den Meerschweinchen mit experimentell erzeugtem 
Skorbut Ascorbinsiure zugefiihrt, so kommt es dadurch zur 
Wiederherstellung der Menge der U.U.S. : 

4. Wird der Schermann’schen Kost das Cholesterin 


zugefiigt, so kommt es zur Zunahme des Cholesterins in den ° 


Gefassen, wahrend die U.U.S., ebenso wie bei der Fiitterung mit 
Schermann’scher Kost ohne Cholesterinzufiigung, abnimmt. 


oD? 
aa 


5. Werden mit der Schermann’schen Kost gleichzeitig 
Cholesterin und Vitamin C verabfolgt. So kommt es zur Zunahme 
des Cholesterins und zugleich ist die Abnahme der U.US. zu 
hemmen. ; 

6. Nach den obigen Tatsachen hat Vitamin C zum Stoff- 
wechsel der U.U.S. in den Gefiissen eine Beziehung. 


‘ 
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Zum Schluss spreche ich Herrn Prof. Dr. Y. Sueyoshi fiir 
seine Anregung und Anleitung bei dieser Arbeit meinen besten 
Dank aus. 
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(Eingegangen am 18. Dezember 1940) 


Nach der Angabe von Waldschmidt-Leitz und Wald- 
schmidt-Graser (1927) wurde, wie schon s. Z. von Cohnheim 
(1901) angegeben im Darmsaft des Hundes nur die Erepsin- 
wirkung, aber weder Trypsin- noch Kinasewirkung, beobachtet, 
wahrend die tryptische Wirkung in der Mazeration der Diinndarm- 
schleimhaut von vielen Seiten bestitigt wurde. Man hegt die 
Vermutung, dass sie von der Pankreassaftinfiltration in der 
Diinndarmscheimhaut herriihren kénne. 

Im Gegensatz zu den Angaben der alteren Literatur tber die 
Wirkungen des von Cohnheim entdeckten Darmerepsins, nach 
welchen man unter seinen spezifischen Substraten die synthetischen 
Peptide sowie die Peptone der peptischen und tryptischen Ver- 
dauung und ferner Protamine, Histon und auch Casein zusammen- 
fasste, obwohl das Erepsin nicht spaltend auf andere native 
Eiweisskorper wirkte, haben Waldschmidt-Leitz und Harte- 
neck (1925) die Schlussfolgerung der Spaltbarkeit von Pepton 
(Pepton ex albumine, Merck), Casein wie Fibrin, Gliadin, Zein 
und-ferner auch von Clupein und Histon (Thymus) durch das 
von Trypsin (Gelatine-Spaltung) befreite Pankreaserepsin als 
unhaltbar angegeben und diese Autoren haben gefolgert, dass die 
angefiihrten Beobachtungen iiber ihre Hydrolyse nur auf die 
Verunreinigung der angewandten Enzympraparate durch Trypsin 
zuriiekzufiihren sind. Darauf haben Waldschmidt-Leitz und 


{ 
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Schaffner (1926) diese Ergebnisse mit diesen genannten Sub- 
straten neben Eieralbumin und Ricinus-Globulin in den Versuchen 
mit trypsinfreiem Darmerepsin bestitigt. Trotzdem wurde die 
Hydrolyse von Caseino-Pepton durch Darmerepsin aber von 
Waldschmidt-Leitz und Simons (1926) und diejenige von 
Teleo-Pepton aus Fleisch durch Darmsaft von Waldschmidt- 
Leitz und Waldschmidt-Graser (1927) festgestellt und nun 
bleibt die Frage betreffs der Caseinspaltung durch Darmerepsin 
offen, da Antonio (1923) die Spaltung von Casein und Protamin 
durch den Hundedarmsaft (aus einer Vella-Diinndarmfistel) beo- 
bachten konnte, aber nicht die von anderen Hiweisskérpern wie 
Ochsenalbumin, Zein, Gliadin und Fibrin (gekochtes), nachdem 
O. Cohnheim (1902) zur Erweiterung der Kenntnisse tber das 
Erepsin die Hydrolyse von Albumosen, Pepton, Clupein, Histon 
und auch von Casein durch eine trypsinfreie Erepsinlésung aus 
Hundedarm berichtet hatte, der gegentiber andere Eiweisskorper 
sehr stark widerstanden. 

In der vorigen Abhandlung (1941) hat Verf. iiber das Ver- 
halten der Peptonase, Dipeptidase und Halogenacylase des Darm- 
saftes berichtet und besonders darauf aufmerksam gemacht, dass 
eine ziemlich starke, fiir Chloracetylleucin eingestellte Halogen- 
acylase im Darmsaft sich befindet, in dem Acylase (Histozym u. 
Dipeptidacylase) und Carboxypolypeptidase (Acyldipeptidase) im 
engeren Sinne vermisst wurden. ‘Im fortgesetzten Studium der 
Darmsaftproteasen hat Verf. hier weiter unter Leitung von Prof. 
Utzino die Proteinase-Wirkung des Darmsaftes hin gepriift, der 
aus der Thiry-Vellaschen Darmschlinge des Hundes gesammelt 


wurde, wobei man auch das Verhalten der Mazeration dieser aus- 


geschalteten Schlingenschleimhaut zu Vergleichszwecken unter- 
sucht. Es hat sich dabei ergeben, dass Hiweisskoérper wie 
Albumine, Fibrin und Edestin der Darmsaftwirkung. stark wider- 
standen, wahrend im Casein- und Gelatinedigestat erst nach 
langerer Digestion wie 72 Stunden eine nicht zu unterschitzende 
Zunahme der Aciditit (nach Sdrensen) und des Aminostickstofts 
(nach Van Slyke) festgestellt wurde, die aber in 24 stiindiger 
Digestion kaum mit Sicherheit beurteilt werden konnte (Tabelle I). 
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Um die Frage, ob diese verzigerte Spaltung dieser beiden Biweiss- 
korper auf die eigentliche Darmsftwirkung zuriickzufiihren ist, zu 
beantworten, wurden einige weitere Versuche unternommen. Hier 
sei auch hervorgehoben, dass die Caseinspaltung durch Darmsaft 
auch durch Zunahme des Reststickstoffs wie des Aminostickstofts 
im Filtrat des mit Trichloressigsiure enteiweissten Digestats sich 
erwies und sie immer weiter mit der verlingerten Digestionszeit 
fortschreiten kann (Tabelle ILa u. IIb). Diese nur in spiiterer 
Zeit der Digestion (nach 72 Stunden) auftretende Caseinhydrolyse 
(wie Gelatine) lisst den Verdacht aufkommen, ob nicht nach Auf- 
bewahrung bei Pu 7,8 die Caseinlésung eine teilweise Veriinderung 
also vielleicht eine schwache Hydrolyse durch diese Pufferwirkung 
erfuhr, die eben die Einwirkung des Darmerepsins (Peptonase) 
auf dieses veranderte Caseinmolekiil zuganglich machen kann. Um 
diese Vorwirkung durch Pufferldsung auszuschliessen, wurde 
Caseinlosung mit Puffer (Pu 7,8) allein oder mit Puffer -(Pr 7,8) 
und erhitztem Saft bei 37°C 72 Stunden lang aufbewahrt und 
dann der Darmsaftwirkung unterworfer (Tabelle III u. IV). 
Wie die Ergebnisse zeigen, trat die Aciditaétszunahme auch erst 
nach 72 Stunden auf und kein besonderer Einfluss der Vorbehand- 
lung wurde festgestellt. Um auf die Frage, ob diese schwache 
Casein- oder Gelatinehydrolyse durch die lang dauernde Darm- 
saftwirkung vom Pankreassaft herriihrt, der durch irgendeine 
akzessorische der Beobachtung entgehende Kommunikation in die 
isolierte Schlinge sezerniert werden mag, eine Antwort geben zu 
konnen, hat man hier den Kinaseeinfluss auf den Darmsaft hin 
gepriift, da die schwache tryptische Wirkung, die nur nach einer 
langeren Digestion auftrat, wie eine nicht aktivierte Trypsin- 
wirkung zu sein schien. ‘Die Darmkinase blieb aber ohne Einfluss 
auf die Caseinhydrolyse durch den Darmsaft (Tabelle V). \ 
Wie schon bekannt ist, hat man eine starke Hiweisshydrolyse 
durch die Mazeration der Diinndarmschleimhaut des Hundes 
bestiitigt, die in der Hauptsache bei schwach alkalischer Reaktion 
und zwar am giinstigsten bei Pa 7,5 auftrat. In der Mazeration 
der Schleimhaut der isolierten Thiry-Vellaschen Schlinge hat man 
aber kaum eine allgemeine tryptische Hydrolyse der Hiweisskorper 


4 
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(Albumine und Edestin) bestatigt, wahrend nur Casein und 
Gelatine deutlich durch die Mazeration angegriffen werden 
konnten, wie Pepton-Witte (Tabelle VI u. VII). 

Auf Grund dieser Beobachtung, die gut mit dem Versuche mit 
Darmsaft iibereinstimmt, mochte man wohl im Darmsaft bzw. in 
der Schleimhautmazeration der ausgeschaltenen Darmschlinge des 
Hundes, in der die Wirkung des Pankeastrypsins ausgeschlossen 
ist, eine besondere eigentiimliche tryptische Proteinasewirkung 
(Enterotryptase) annehmen, die besonders fiir die Casein- und 
Gelatinehydrolyse eingestellt ist. Hier sei auch hervorgehoben, 
‘dass die Mazeration nicht Benzoyldiglycin wohl aber Chloracetyl- 
l-Phenylalanin angreifen konnte, das jedoch dem Darmsaft wider- 
stand (Tabelle VII). Im Proteindigestat durch Pankreassaft hat 
man eine verstarkte Aciditatszunahme festgestellt, die durch Zusatz 
von Darmsaft zur Beobachtung kam (Tabelle VIII). 

Da der Pankreassaft schon spontan aktiviert wurde, mag die 
vermehrte <Acidititszunahme durch Zusatz vom Darmsaft wohl 
dureh sekundire Spaltung des Trypsindigestats durch Darm- 
safterepsin verursacht werden. Die Beobachtung, dass der Darm- 
saft, der 5 Tage lang im Hisschrank oder 3 Tage lang im Brut- 
' schrank aufbewahrt wurde, auch noch eine Forderung der Diges- 
tion mit Pankreassaft erzielen konnte, der ebenso wie Darmsaft 
aufbewahrt wurde, lasst an die Resistenz der Darmsaftwirkung 
denken (Tabelle IX) und die Versuche mit erhitztem, Darmsaft, 
der kaum mehr Erepsinwirkung zeigen konnte, erfolgten im 
gleichen Sinne wie diejenigen mit frischem Darmsaft, indem die 
Caseinhydrolyse durch Pankreassaft durch Zusatz von erhitztem 
Darmsaft verstarkt wurde, der nicht mehr Pepton-Witte angreifen 
konnte (Tabelle X). Diese Ergebnisse haben wohl zu der Ver- 
mutung geftihrt, dass man unter dieser fordernden Wirkung des 
Darmsaftes auf Pankreassaft, der teilweise spontan aktiviert wurde, 
eine Kinasewirkung des Darmsaftes verstehen diurfte, obwohl 
Waldschmidt-Leitz und Waldschmidt-Graser(1927) keine 
Kinasewirkung im Darmsaft feststellen konnten. Die Unter- 
suchung wird im hiesigen Institut weiter fortgesetzt. 
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Experimenteller Teil. 
2 


Eiweiss-Spaltung durch den Darmsaft des Hundes. 


Versuchsansatz: 20cem 2%iger Substratpufferlésung +1 cem 
Darmsaft mit leem Wasser+Toluol; digeriert bei Pu 7,8 und 
37°C. Aciditatszunahme in 5 ccm Digestat wurde nach Sérensen 
und NH=»-N Zunahme in leem derselben nach Van Slyke 
bestimmt. Zur Kontrolle wurde die Darmsaft-Pufferlésung ohne 
Substrat gepriift. 


TABELLE I. 


Eiweiss-Spaltung durch den Darmsaft des Hundes. 


Aciditatszunahme in 5 ccm und NH2-N Zunahme in 1 eem Digestat 


Zeit ecm : ae 
. Substrate (Std.) 0,1 n-NaOH NH2-N 
24 0,05 0,023 
Casein 5 = 
(Hammarsten) a oy = 
2 0,45 0,205 
24 0,10 0,020 
Gelatine 15 = 
(Kokko C) oe oe 
72 0,25 0,143 
Fibrin 48 ns ri 
72 0,05 0,034 
24 —0,05 — 0,032 
Eieralbumin 48 ae = 
E. Merck : 
( rek) 72 —0,10 0,029 
24 —0,05 
Serumalbumin 48 | — == 
E. Merck 
ea 72 —0,10 
24 ess 0,016 


Edestin 48 ie ae = 
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Eiweiss-Spaltung durch den Darmsaft des Hundes. 


20 eem 2% Substrat-Phosphatpufferlésung (Px 7,8) mit 2 ccm 
frischem Darmsaft unter Toluolzusatz bei 37°C digeriert. Nach 24 
oder 72 Std. pipettierte man 5 cem Digestatlésung ab, die mit 5 ccm 
10%iger Trichloressigsiure versetzt und von der Fallung abfiltriert 
wurde, Dann hat man NH2-N Zunahme (nach Van Slyke) in 
2ceem und Gesamt-N in 4cem (nach Kjeldahl) dieses entei- 
weissten Filtrates vor und nach der Digestion bestimmt. 


Kontrastierender Versuch: 20cem 2% Substrat-Phosphat- 


pufferlésung (PH 7,8)+1lecm spontan aktiviertes Pankreassaftes 
des Hundes mit 1 ecem Wasser+Toluol; digeriert bei 37°C. Hier 
wurde die Reststickstoffmenge in 4c¢cm enteiweisstem Filtrat 


ermittelt. In den Tabellen sind die korrigierten Zunahme-Werte 
angegeben. 


TABELLE IT-a. \ 


Eiweiss-Spaltung durch den Darmsaft des Hundes. 


Zunahme von NH:-N (mg) in 2 eem oder Gesamt-N (mg) in 4 ccm Filtrat 


Zeit Casein Ovalbumin Serumalbumin Edesti 
(Std.)|(Hammarsten) (Merck) (Merck) estin 
/ ra Pool ae re meas So rar 
eae (ee 
: Cee cae pee ee eee 
ee Es a i ral SS nD et = 
3. BS 24 0,04 |. 0,05 | —0,01 0 0 |-—0,01| -0 0,04 
a A 0,08 | 0,25 |_ 0,01 |—0,08| — 0 0,03 0 
looal 
72 0,21 1,03 | —0,01 0,02 0 0,06 0 0,05 
0,30 1,39 0,03 | —0,01 _ 0,04 | 0,03 0,01 
: = facet Sef 
Se 
3 mee 24 — 3,00 —_ 0,06 — 0,15 —_— 0,60 
BEER i 
G ea 72 = 5,95 — 0,34 | — 0,27} — 0,87 


Caseinspaltung durch langdauernde Darmsaftwirkung. 


50 cem 1% Casein (Hammarsten)-Phosphatpufferlisung (Pu 
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7,8) +3 ceem frischen Darmsaftes mit 3 eem Wasser + Toluol; di 
Friert bei, 37°C. 


TABELLE II-b. 


: \ 
Caseinspaltung durch langdauernde Darmaftwirkung. 


Aciditatszunahme in 4eem Digestat (ecm 0,1 n-NaOH) 


Zeit (Tage) 1 2 iT ee Peg 


Ww 
for) 
co 


ecm 0,1 n-NaOH 0,05 0,20 0,40 0,90 1,20 1,30 1,35 


Darmsaftwirkung auf die mit Phosphat-Puffer (pH 7,8) bei 
37°C 72 Std. aufbewahrte Caseinlésung. 


60 cem 1% Casein (Hammarsten)-Phosphatpufferlésung (PH 
7,8) +6eem Wasser (ohne Enzym)+Toluol; aufbewahrt bei 37°C 
wahrend 72 Stunden. Aciditaétszunahme in 4 ccm; 0,03 cem 0,1 n- 
NaOH nach 72 Std. 20 cem dieses Digestats +1 cem frischen Darm- 
saftes mit 1eem Wasser (a), oder+2cem Wasser (ohne Enzym- 
zusatz) (b)+Toluol; digeriert bei Po 7,8 und 37°C. 


TABELLE IIT. 


| Darmsaftwirkung auf die mit Phosphat-Puffer (pH 7,8) bei 37°C 72 Std. 
aufbewahrte Caseinlésung. 


= 


Acidititszunahme in 4 cem Digestion (ccm 0,1 n-NaOH) 


a) mit frischem Saft _ b) mit Wasser 
Substrat 
5 Std. 24 Std. 72 Std. 5 Std. 24 Std. 72 Std. 
Casein 0,02 0,16 0,58 0,01 0,05 0,07 


Darmsaftwirkung auf die mit Phosphatpuffer-Darmsaft (erhitzt) 
bet 37° wahrend 72 Stunden aufbewahrte Caseinlosung. 


60 cem 1% Casein (Hammarsten)-Phosphatpufferlosung (PH 
7,8) +3 cem 30 Min. lang im siedenden Wasser erhitztes Darmsaftes 
mit 3cem Wasser+Toluol; bei 37°C 72 Stunden lang aufbewahrt. 
Aciditiitszunahme in 4 cem; 0,02 eem 0,1n-NaOH nach 72 Stunden. 
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20 cem dieses Digestats+1eem frisches Darmsaftes mit 1 ecm 
Wasser (a), oder+1lcem des oben angegebenen, erhitzten unter 
Toluolzsatz im Brutschranke aufbewahrten Darmaftes mit 1 ccm 
Wasser (b)+Toluol: digeriert bei PH 7,8 und 37°C. 


TABELLE IY. 


Darmsaftwirkung auf die mit Phosphatpuffer-Darmsaft (erhitzt) bei 37° 
wihrend 72 Stunden aufbewahrte Caseinlésung. 


Acidititszunahme in 4 cem Digestion (cem 0,1 n-NaOH) Z 
a) mit frischem Saft - b) mit erhitztem Saft 
5 Std. 24 Std. 72 Std. 5 Std. 24 Std. 72 Std. 
0,02 0,15 054 | 0 0,02 0,03 


Wirkung des mit Enterokinase behandelten Darmsaftes auf 
Casein (Hammarsten) und Gelatine. 


leem Darmsaft wurde mit 0,05¢ der aus Schleimhaut des 
Schweindiinndarms bereiteten Enterokinasepulver im Brutschranke 
30 Minuten lang aufbewahrt und dann ihre Aktivitit geprift. 

Versuchsansatz: 20cem 2% Substrat-Phosphatpufferlosung 
(PH 7,8)+1cem nicht behandelten oder behandelten Darmsaftes. 


mit 1eem Wasser+ Toluol; digeriert bei 37°C. 


TABELLE V. 


Wirkung des mit Enterokinase behandelten Darmsaftes auf Casein 
(Hammarsten) und Gelatine. 


Aciditaétszunahme in 4cem Digestat (ccm 0,1 n-NaOH) 


Zeit Casein : Gelatine f 
(Std.) : eee : : 
| ohne Kinase mit Kinase ohne Kinase , mit Kinase 
5 0,05 0 0,02 0 
24 0,05 0,10 0,05 0 
72 0,38 0,45 0,13 0,15 


Proteolytische Wirkungen der Diinndarmschleim- 
hautmazeration (Hund). 
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Versuchsansatz: 20cem 2%iger Substrat-Phosphatpuffer- 
lésung+2cem Diinndarmschleimhautmazeration des Hundes (1 
Teil Schleimhautbrei+3 Volumteile Glycerinwasser). Beim Ver- 
such b) wurde die Schleimhaut des Duodenalteils und bei c) die 
des Ileumteils zur Mazeration gebraucht. 


TABELLE VI. 


Proteolytische Wirkungen der Diinndarmschleimhautmazeration (Hund). 


Aciditatszunahme in 5 cem Digestat (cem 0,1 n-NaOH) 


; pH 
Substrate a 
(sta.)| 4,0 | 5,0 60. one. 75 8S | os 
24-| 0,60 | 1,05 | 1,70 | 3,28 | 475 | 3,55 | 3,55 
a) >Gelatine 72 | 0,80 | 2,15 | 3,20 | 4,25 | 5,80 é 4,60 
: 24 3,80 . 

Dh es?” 72 6,10 

24 4,15 

¢) “ 72 6,15 
b) Casein at es terete s Spi biends oo ate 

(Hammarsten)} 72 4,45 
24 1,30 on 

ean ek et Cal eee 4,30 
Penton o4 | 0,30 | 235 | 2,35 | 3,40 | 3,50 | 2,70 | 3,00 
(Witte) 72 115 | 345 | 460 | 5,15 | 5,60 | 3,25 | 3,35 
24 ee eo ee +: 

Leh oh aes ae ee 5,85 

24 2,50 

Clee 72 om i. 5,90 


Proteolytische Wirkung der Diinndarmschleimhautmazeration der 
isolierten Thiry-Vellaschen Diinndarmschlinge des Hundes. 


Die Diinndarmschleimhautmazeration, die mit ausgekratztem 
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Sehleimhautbrei der ausgeschalteten Darmschlinge bereitet wurde, 
enthilt 1 Teil Schleimhautbrei in 3 Volumteflen Glycerinwasser 
(1 +1). ; 
Versuchsansatz: 20cem 2%- oder 1/20 Mol-Substrat-Phos- 
phatpufferlésung (PH 7,8)+1eem Diinndarmschleimhautmazera- 
tion mit 1eem Wasser; digeriert bei 37°C unter Toluolzusatz. 
Kontrollversuch: 20cem 1/20 Mol-Substrat-Phosphatpuffer- 
lésung+!cem frisches Darmsaftes mit leem Wasser+Toluol; 
digeriert ber 37°C. 


TABELLE VII. 


Proteolytische Wirkung der Diinndarmsehleimhautmazeration der isolierten 
Thiry-Vellaschen Diinndarmschlinge des Hundes. 


Aciditatszunahme in 5 cem Digestat (ecm 0,1 n-NaOH) 


Enzym Substrate 24 Std. 72 Std. 
Casein (2%) (Hammarsten) 0,40 0,60 | 
= Gelatine (2%) 0,40 0,75 
Ovalbumin (2%) (Merck) 0 0 
Darmschleimhaut- | Serumalbumin (2%) (Merck) = 0,10 —0,15 
Mazeration Edestin (2%) 0 0,05 
Pepton (2%) (Witte) 2,45 3,15 
Benzoyldiglyein (M/20) 0 0 
Chloracetyl-I-Phenylalanin (M/20) 0,30 0,40 
Chloracetyl-I-Phenylalanin (M/20) 0,10 0,10 
Darmsaft 
Chloracetyl-I-Leucin (M/20) Q,15 0,45 
Einflu. _v tetlweise aktivierten 


Pankreassaft des Hundes. 


Versuchsansatz: 20 ccm 2% Casein (Hammarsten)-, Gelatine- 
phosphatpufferlésung oder M/20 Diglycin-phosphatpufferlésung 
wurden mit leem spontan aktiviertem Pankreassaft und leem 
Darmsaft (I) oder mit 2cem Pankreassaft ohne Darmsaft CLE) 
oder mit 1ecm Darmsaft und 1eem H20 ohne Pankreassaft (IIT) 
bei Pu 7,8 und 37°C unter Toluolzusatz digeriert. 
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TABELLE VIII. 
Einfluss des Darmsaftes auf den spontan teilweise aktivierten 
Pankreassaft des Hundes. 


Aciditaétszunahme in 5 cem Digestat (cem 0,1 n-NaOH) 


: _-  |> Substrate : 
Ta Casein Gelatine Diglycin 
1 eem pike reassaft + - Std. 2,50 eg _ 
1 eem Darmsaft 72 Std. 2,90 2,65 
(II) ‘ _ a 
° Se ee 24 Std. 1,40 1,05 0,05 
cee aka 72 Std. 1,60 1,10 0,15 
saft , 4 
(IIT) : a a 
24 Std. 0,05 0,15 1,30 
1 eem Darmsaft are ipa : 
ol mom HO 72 Std. 0,45 0,25 1,85 


Einfluss des wihrend bestimmter Tage aufbewahrten Darmsaftes 
auf den gleich behandelten spontan aktivierten 
Pankreassaft des Hundes. 

Der Darm- und Pankreassaft wurden wahrend einiger Tage 
im His- oder Brutschrank aufbewahrt und dann ihre Aktivitat 


gepruft. 
- Versuchsansatz : 
mit leem Darmsaft+1lecm Pankreassaft oder mit 


Pankreassaft+1 ecm Wasser; digeriert bei PH 7,8 und 37°C unter 


20cem 2% Substrat-phosphatpufferlésung 
nur 1ieem 


Toluolzusatz. : 
{~ 
TABELLE IX. 


Einfluss des wihrend bestimmter Tage aufbewahrten Darmsaftes auf den 
Ss. 


~loich behandelten spontan aktivierten Pankreassaft des Hunde 


v iage 


Autbewuart 1 Tag 3 sage 


(Tage) 

Bisschrank | Brutschrank | Brutschrank| Hisschrank 

a =| = 2 a S g 

ms re a Yel s 3B 5 

n 3S 2 3 n 3 3 

Digestions- & = x SS x <= = 

zeit (Std.) = 5 = 5 = Oo ‘S 
Pankreassaft | 94 gtq. 2,65 | 2,10| 2,10 | 1,30| 1,50} 0,95 1,55 
ae! 72 Std. 305 | 2.95} 3,00| 2,55 | 1,80 | 1,40 2°40 

Darmsaft > 

Pankreassatt) — 94 Std. 1,85 | 1,00| 1,65 | 0,80 | 0,40| 0401 1251 97 
ohne 72 Std. 1190 | 1.20} 2,05 | 1,10! 0° | i75 | 0,90 


Darmsaft 


108 M. Matsuo: 
Einfluss des mit Wasser verdiinnten oder erhitzten Darmsaftes 
auf den spontan aktivierten Pankreassaft des Hundes. 


Versuchsansatz: 20cem 2% Substrat-phosphatpufferlosung 
wurden mit 2cem der mit Wasser fiinfmal verdiinnten Beimi- 
schung, die 1 Volumteil Darmsaft und 1 Volumteil Pankreassaft 
enthielt (I), mit 2cem des ebenso fiinfmal verdiinnten Pankreas- 
saftes ohne Darmsaft (II), mit 2cem des ebenso fiinfmal ver- 
diinnten Darmsaftes ohne Pankreassaft (III), mit 2 eem der ebenso 
wie I fiinfmal verdiinnten Beimischung, die aber 1 Volumteil eines 
wihrend 30 Minuten bei 70°C erhitzten Darmsaftes und 1 Volum- 
teil eines nicht erhitzten Pankreassaftes enthielt (IV), oder mit 
leem des wihrend 30 Min. bei 70°C wie IV erhitzten Darmsaftes 
+leem Wasser (V) digeriert bei Pu 7,8 und 37°C unter Toluol- 
zusatz. Hier wurde der teilweise selbst aktivierte Pankreassaft 
verwendet, da der ganz frische Saft nicht zur Hand war. 

TABELLE X. 


Hinfluss des mit Wasser verdiinnten oder erhitzten Darmsaftes auf den 
spontan aktivierten Pankreassaft des Hundes. 


Aciditatszunahme in 5 cem Digestat (eem 0,1 n-NaOH) 


Casein Pepton 
Substrate (Hammarsten) (Witte) 
(1) 2 
Pankreassaft 24 Std. 135 
+ = — 
Darmsaft 72 Std. 1,85 
CF VCs ; 
Pankreassaft 24 Std. 1,15 1,35 
ohne : 
Darmsaft 72 Std. 1,45 1,85 
(IIT) 

Darmsaft 24 Std. 0.02 0,70 
ohne ; 
Pankreassaft 72 Std. 0,17 lam 

(IV) 
Pankreassaft 24 Std. 1,45 1,25 
mit erhitztem rr. 
_ Darmsaft : 72 Std. n PY 65) 1,60 

(V) 
Darmsaft 24 Std. \ _ 0,05 
(erhitzt) 72 Std. 0,05 


Proteolytische Enzyme des Darmsaftes.—IT. 109 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1) Der Darmsaftwirkung widerstanden iweisskérper 
(Albumine, Fibrin, Edestin), wihrend Casein und Gelatine durch 
lang dauernde Wirkung (72 Std.) des Saftes angegriffen werden 
konnten. Man méchte mithin eine besondere Proteinasewirkung , 
(Enterotryptase) des Darmsaftes auf Casein oder Gelatine anneh- 
men. 

2) Diese Wirkung wurde auch in der Schleimhaut-Mazeration 
der isolierten Thiry-Vellaschen Schlinge, in der die Wirkung des 
Pankreastrypsins ausgeschlossen ist, festgestellt. Diese Mazeration 
war imstande, auch Chloracetyl-l-Phenylalanin anzugreifen, das 
dem Darmsaft widerstand. Andere EHiweisskérper ausser Casein 
oder Gelatine widerstanden der Mazerationswirkung, wahrend der 
Mazerationssaft der normalen Diinndarmschleimhaut des Hundes 
eine starke Trypsinwirkung aufwies, die vielleicht von dem sezer- 
nierten Pankreassaft herriihren kann. 

3) Hier sei auch erwéhnt, dass der Darmsaft einen ver- 
starkenden Einfluss auf die Pankreassaftwirkung bei der Eiweiss- 
hydrolyse ausiiben kann und diese Beobachtung fiihrt zu der 
Vermutung, dass man wohl unter dieser ziemlich stabilern Hin- 
wirkung des Darmsaftes eine Kinasewirkung -verstehen kann, 
obwohl Waldschmidt-Leitz und Waldschmidt-Graser keine 
Kinasewirkung im Hundedarmsaft feststellen konnten. 
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INTRODUCTION. 


Even since Schmidt-Miihlheim, Underhill and Hendrix 
reported that the blood of dogs injected with albumose and peptone 
became incoagulable for a little while, such blood has been called 
“peptone blood”, and has hence been the subject of extensive study. 
Yokota suggested that the incoagulability of peptone blood is due 
rather to an albumose than to a peptone itself, and later verified 
that both the primary and secondary albumoses possessed the same 
action upon the blood coagulation. 

~ Thave here undertaken’this experiment to find out the relative 
activities of the primary albumose (protalbumose) and _ hetero- 
albumose. 

EXPERIMENTS. 
I. The separation of proto- and heteroalbumose. 

A pure primary albumose was repeatedly prepared. from 
Witte’s peptone by half saturation with (NH4)2SO4. To remove 
(NH4).SOq4, the primary albumose was dissolved in a small amount 
of distilled water, and to this solution BaCO 3 was added and gently 
heated. When NH; was all given off, it was filtrated. To the 
filtrate, (NH,)2CO3 was added and boiled, and again filtered. 
After decomposing (NH4)2CO ; in the filtrate by heating it in a 
water bath, it was diluted with water. 

_For the isolation of two fractions, proto- and hetero-albumose. 
from a salt-free primary albumose just prepared by the method 


uO 
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mentioned above, Pick’s process was employed; To the primary 
albumose solution twice as large an amount of 95%. alcohol was 
added. The precipitate thus formed was dissolved with water, 
and was reprecipitated with half a volume of 95% alcohol. It was 
then washed with alcohol and ether, and dried. Pure hetero- 
albumose obtained in this way is a colorless powder. 

The filtrate obtained in a first precipitation of primary 
albumose by alcohol was evaporated in a water bath, and the 
residue was dissolved with water to a syrupy consistency. Prot- 
albumose was precipitated by adding a large amount of 95% 
aleohol to the syrupy solution. f 


II. Animal experiment. 


Dogs weighing about five kilo were used for the Spares 
The animals were starved for 12 hours, and then injected with 
lee. of 1% morphin hydrochloride per kilo of body weight sub- 
cutaneously prior to the experiment. The blood for the deter- 
mination was drawn from a carotid artery, and the albumose 
solution was injected into the jugular vein. 0.3 g¢ of the albumose 
to ‘be tested per kilo of body weightswas intravenously injected 
taking 2 minutes for the injecting. Hetero-albumose was injected 
in a Saline solution. The clotting time of the blood was measured 
after a definite lapse of time after the albumose injection, i.e., at 
4, ¥, 1, 2, and 3 hours. No shock symptom was observed after 
the injection of the albumose, but in a few eases abdominal 
grumbling was recognized. 

Schultz’s method was anu for determination of the 
clotting time of blood. 


Ill. Results. 


The results are shown in Table I. 

As seen in Table I, the blood clotting time of normal dogs 
was 6’~16’, while that of albumose injected dogs was delayed ; 
it took 3~7 hours in the case of protalbumose (except in one case), 
and about 1 hour in heteroalbumose ease. The clotting time was 
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eradually shortened after a certain lapse of time after the injec- 
tion, returning to normal after 2~3 hours. 


DISCUSSION. 


From these experiments, it can be seen that both proto- and 
heteroalbumose retard the blood clotting time. It must be noticed, 
however, that the time of the blood clotting by proto- and hetero- 
albumose is shorter in duration than that produced by the primary 
and secondary albumose. Table II (after Yokota) shows a com- 
parison of the retardation activity of the Witte’s peptone, primary 
albumose, and secondary albumose. 


/ 


TABLE ITI. 


Primary ; Secondary 


Witte peptone albumose albumose 


A B A B 
Body weight kg 4,4 4,05 5,4 2,92 
> Sex 2 3 oak 2 
Room temperature 19° 20° 29° to 
2. Normal 19” 1’ 13’ 18’ 
zs A , h 2qh 
S) S228) 30° 374 a7 24h 48h 
° Rosi 
S| ¢c23 ie 4h 2gh 38’ 24h 
Shoe ag gh Ls gh: : 
Sie eae :. Sine a a 
sare 3 50’ 110’ 1 55, 


‘After Yokota) 

\ } 

As seen in Table II, it can hardly be said that the primary 
and secondary albumoses show a stronger action as compared with 
Witte’s peptone even in equal doses to retard the clotting of blood, 
because Witte’s peptone consists of about 63% albumose and about 
377% peptone :—the latter is inactive against the retardation of 
blood clotting. My experimental results from the dogs injected 
with the primary as well as secondary albumoses showed similar 
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results as those of Yokota. (The results will be omitted here). 
Moreover, it is clear that both proto- and heteroalbumose possess 
a weaker action than the mother substance, the primary albumose, 
in retarding the blood clotting. The following three reasons ean 
be considered for the explanation of the foregoing phenomenon :-— 

(1) Due to the fact that some principles which retard the 
blood clotting in primary albumose have to be removed by alcohol. 

(2) Due to a synergism of proto- and heteroalbumose. 

(3) Due to some configurative transformation of the poly- 
peptide (albumose) by treating with salts and aleohol. Of these 
‘considerations, (1) and (2) can not be accepted because, according 
to Yokota, the alcohol extract of Witte peptone does not exert 
any influence upon the blood clotting, and a mixture of the proto- 
and heteroalbumose also does not augment the retardation activity 
of each albumose. The last reason (3) is, therefore, a most proba- 
ble explanation. Robertson has demonstrated that a polypeptide 
in the solution exists in two different forms—keto and enol, in a 
definite equilibrium. © Moreover, as each of them is able to take 
two forms—chain and eyclic—in the solution, there are four dif- 
ferent forms of a polypeptide. . 

: For instance, the forms of glycyl-glycine may be pictured as 
follows : 

Glycyl-glycine: 

1) NH.CH,-CO-NH-CH),-CO.H 
2) NH;-CH.-CO-NH-CH:-CO 


Pee ranpee ery ie ea 


3)’ NH.-CH»C(OH) =N-CH,-CO.H 
4) NH;CH..C (OH) =N-CH.-CO 
| v ous 


° 


It is a well known fact that the different physiological actions 
are brought about by keto and enol forms of a compound. It may 
be advisable to consider that the difference between the retarda- 
tion activity of treated and untreated albumose upon the blood 
clotting is due to the configurative transformation of albumose. 
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We can not, however clearly state, which form of the polypeptide 
is most active. This problem is still unsolved as yet, and is open 
for future investigation. 


- 


CoNCLUSIONS. 
1. There is an individual variation in the retardation activity 
of albumose upon the blood clotting. 
2.. Proto- and heteroalbumoses retard the blood clotting in 
dogs, and the former is somewhat more active than the latter. 
3. The activity of protalbumose is less than that of the mother 
substance, the primary albumose. 
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